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= (54) Title: SACCHAROSE-6-PHOSPHATE PHOSPHATASE AS A TARGET FOR HERBICIDES 



= (54) Bezeichnung: SACCHAROSE-6-PHOSPHAT PHOSPHATASE ALS TARGET FOR HERBIZIDE 

(57) Abstract: The invention relates to the use of a polypeptide having the biological activity of a saccharose-6-phosphate phos- 
phatase, the absence thereof causing growth retardation and chlorotic leaves. Said polypeptide is coded by nucleic acid sequences 

0O SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5 or a functional equivalent SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:3 or SEQ ID NO:5, as a target for 
herbicides. The invention also relates to the use of the above-mentioned polypeptide in a method for identifying compounds having 
a herbicidal or growth-regulatory action and inhibiting saccharose-6-phosphate phosphatase. The invention further relates to the use 

^ of the compounds identiGed by said method, as herbicides or growth regulators. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung eines Polypeptides mit der biologischen Aktivitat einer 
O Saccharose-6-Phosphat Phosphatase, welches bei Nichtanwesenheit Wachstumsretardierungen sowie chlorotische Blatter bedingt 
^ und durch die Nukleinsauresequenzen SEQ ID NO:l, SEQ ED NO: 3, SEQ ID NO:5 oder ein funktionelles Aquivalent SEQ ID 

NO:l, SEQ ID NO:3 oder SEQ ID NO:5 kodiert wird, als Target fur Herbizide. Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung die 
Q Verwendung des vorstehend genannten Polypeptides in einem Verfahren zur Identifizierung von Verbindungen mit herbizider oder 
^ wachstumsregulatorischer Wirkung, welche Saccharose-6-Phosphat Phosphatase inhibieren. Des weiteren betrifft die Erfindung die 
^ Verwendung dieser iiber das Verfahren identifizierten Verbindungen als Herbizide oder Wachstumsregulatoren. 
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Saccharose-6-Phosphat Phosphatase als Target fur Herbizide 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung eines Polypeptides mit der biologi- 
schen Aktivitat einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatase, welches bei Nichtanwe- 

5 senheit Wachstumsretardierungen sowie chlorotische Blatter bedingt und durch die 
Nukieinsauresequenzen SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5 oder ein funktio- 
nelles Aquivalent SEQ ID NO:l, SEQ ID NO:3 oder SEQ ID NO:5 kodiert wird, als Tar- 
get fur Herbizide. Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung des 
vorstehend genannten Polypeptides in einem Verfahren zur Identifizierung von Verbin- 

10 dungen mit herbizider oder wachstumsregulatorischer Wirkung, welche Saccharose-6- 
Phosphat Phosphatase inhibieren. Des weiteren betrifft die Erfindung die Verwendung 
dieser uber das Verfahren identifizierten Verbindungen als Herbizide oder Wachstums- 
regulatoren. 

15 Das grundlegende Prinzip, Herbizide Qber Inhibierung eines definierten Targets zu i- 
dentifizieren ist bekannt (z.Bsp. US 5,187,071, WO 98/33925, WO 00/77185). Generell 
besteht ein grofter Bedarf, Enzyme zu detektieren, welche neue Targets fur Herbizide 
darstellen konnten. Grunde hierfQr sind auftretende Resistenzproblematiken von an 
bereits bekannten Targets wirkenden herbiziden Wirkstoffen und das standige Bemu- 

20 hen neue herbizide Wirkstoffe zu identifizieren, die sich durch einen moglichst breiten 
Wirkungsbereich, okologische und toxikologische Vertraglichkeit und/oder geringe 
Aufwandmengen auszeichnen. 



Die Detektion von neuen Targets ist in der Praxis mit grolien Schwierigkeiten verbun- 
25 den, da die Hemmung eines Enzyms, das Bestandteil eines Stoffwechselweges ist, 
haufig das Wachstum der Pflanze nicht weiter beeinflusst. Dies kann daran liegen, 
dass die Pfanze auf alternative Stoffwechselwege ausweicht, deren Existenz nicht be- 
kannt ist, oder dass das inhibierte Enzym nicht limitierend fur den Stoffwechselweg ist. 
Femer zeichnen sich pflanzliche Genome durch eine grolie funktionelle Redundanz 
30 aus. Im Genom von Arabidopsis thaliana liegen funktional aquivalente Enzyme im Ver- 
gleich zu Insekten oder Saugern haufiger in Genfamilien vor (Nature, 2000, 
408(6814):796-815). Diese Annahme wird experimenteli bestatigt durch die Tatsache, 
dass grosse Gen-Knock-out-Programme durch T-DNA- oder Transposoninsertion in 
Arabidopsis bisher weniger ausgepragte Phanotypen lieferten als erwartet (Curr. Op. 
35 Plant Biol. 4, 2001 , pp.1 1 1-117). 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht daher darin, neue Targets zu identifi- 
zieren, die fur das Wachstum von Pflanzen essentiell sind bzw. deren Inhibierung fur 
die Pflanze zu einem verminderten Wachstum fQhren, sowie Verfahren bereitzustellen, 
40 welche zur Identifizierung von Verbindungen mit herbizider Wirkung geeignet sind. 
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Die Aufgabe wurde gelSst durch die Verwendung von einem Polypeptid mit der biologi- 
schen Aktivitat einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatase kodiert durch eine Nukiein- 
sauresequenz umfassend 

5 a) eine Nukieinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:1; SEQ ID NO:3 oder SEQ ID 
NO:5 dargestellten Nukieinsauresequenz; oder 



b) eine Nukieinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 
Codes durch RQckubersetzung aus der in SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 oder SEQ 

10 ID NO:6 dargestellten Aminosauresequenz ableiten Ialit; oder 

c) funktionelle Aquivalente der Nukieinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit einer Identi- 
ty von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:1; oder funktionelle Aquivalente der 
Nukieinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer Identitat von mindestens 55% zu 

15 der SEQ ID NO:3; oder funktionelle Aquivalente der Nukieinsauresequenz SEQ 

ID NO:5 mit einer Identitat von mindestens 51% zu der SEQ ID NO:5; oder 



d) eine Nukieinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 
Codes durch RuckObersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen A- 

20 quivalents der SEQ ID NO:2, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO:2 von min- 

destens 55% aufweist, ableiten Ialit; oder eine Nukieinsauresequenz, die sich 
aufgrund des degenerierten genetischen Codes durch RQckQbersetzung der A- 
minosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:4, das eine 
Identitiat mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 54% aufweist, ableiten Ialit; oder 

25 eine Nukieinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 

Codes durch RQckubersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen A- 
quivalents der SEQ ID NO:6, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO:6 von min- 
destens 54% aufweist, ableiten laBt; 



30 als Target fur Herbizide. 



An dieser Stelle werden nun weitere der in der Beschreibung verwendeten Begriffe 
definiert. 

35 M Affinitats-Tag w : Bezeichnet ein Peptid oder Polypeptid, dessen kodierende Nukieinsau- 
resequenz mit der erfindungsgemalien Nukieinsauresequenz direkt oder mittels eines 
Linkers Qber gSngige Klonierungstechniken fusioniert werden kann. Das Affinitats-Tag 
dient zur Isolierung, Anreicherung und/oder gezielten Aufreinigung des rekombinanten 
Zielproteins mittels Affinitats-Chromatographie aus Gesamtzellextrakten. Der oben 

40 erwahnte Linker kann vorteilhaft eine Protease-Schnittstelle (z.B. fur Thrombin oder 
FaktorXa) enthaJten, wodurch das Affinitats-Tag bei Bedarf vom Zielprotein abgespal- 
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ten werden kann. Beispiele fQr gangige Affinitats-Tags sind das "His^Tag" z.B. von 
Quiagen, Hilden, °Strep-Tag D , das "Myc-Tag" (Invitrogen, Carlsberg), das aus einer 
Chitin bindenden Domane und einem Intein bestehende Tag von New England Bio- 
labs, das Maltose-bindende Protein (pMal) von New England Biolabs und das soge- 
5 nannte CBD-Tag von Novagen. Der Affinitats-Tag kann dabei am 5 - Oder 3'-Ende der 
kodierenden Nukleinsauresequenz mit der fur das Zielprotein kodierenden Sequenz 
angebracht sein. 



"Expressionskassette": Eine Expressionskassette enthalt eine erfindungsgemafte Nuk- 
10 leinsauresequenz funktionell verkniipft mit mindestens einem genetischen Kontrollele- 
ment, wie einem Promoter, sowie vorteilhaft mit einem weiteren Kontrollelement, wie 
einem Terminator. Die Nukleinsauresequenz der Expressionskasette kann beispiels- 
weise eine genomische oder eine komplementare DNA-Sequenz Oder eine RNA- 
Sequenz sowie halb- oder vollsynthetische Analoga davon sein. Diese Sequenzen 
15 konnen in linearer oder zirkularer Form, extra-chromosomal oder integriert in das Ge- 
nom vorliegen. Die entsprechenden Nukleinsauresequenzen konnen synthetisch her- 
gestellt oder natOrlich gewonnen werden oder eine Mischung aus synthetischen und 
natQrlichen DNA-Bestandteilen enthalten, sowie aus verschiedenen heterologen Ge- 
nabschnitten verschiedener Organismen bestehen. 

20 

Auch artifizielle Nukleinsauresequenzen sind hierbei geeignet, solange sie die Expres- 
sion eines durch eine erfindungsgemafte Nukleinsauesequenz kodierten Polypeptides 
mit der biologischen Aktivitat einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatase in einer Zelle 
oder einem Organismus ermoglichen. Beispielsweise konnen synthetische Nukleotid- 
25 Sequenzen erzeugt werden, die bezuglich der Kodon-Nutzung des von den zu trans- 
formierenden Organismen optimiertwurden. 

Alle vorstehend erwahnten Nukleotid-Sequenzen sind in an sich bekannter Weise 
durch chemische Synthese aus den Nukleotidbausteinen wie beispielsweise durch 

30 Fragment-Kondensation einzelner uberlappender, komplementarer Nukleotidbausteine 
der Doppelhelix herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann bei- 
spielsweise in bekannter Weise nach der Phosphoamiditmethode (Voet, Voet, 2. Auf- 
lage, Wiley Press New York, Seite 896-897) erfolgen. Bei der Preparation einer Ex- 
pressionskassette konnen verschiedene DNA-Fragmente so manipuliert werden, dass 

35 eine Nukleotid-Sequenz mit korrekter Leserichtung und korrektem Leseraster erhalten 
wird. Die Verbindung der NukleinsSure-Fragmente untereinander erfolgt uber allgemei- 
ne Klonierungstechniken wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. 
Sambrook, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, NY (1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. Enquist, 

40 Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 
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NY (1984) und in Ausubel, F.M. et al., "Current Protocols in Molecular Biology", Greene 
Publishing Assoc. and Wiley-lnterscience (1994) beschrieben sind. 



"Funktionelle Verknupfung": Unter einerfunktionellen oder operativen Verknupfung 
5 versteht man die sequenzielle Anordnung regulativer Sequenzen bzw. genetischer 
Kontrollelemente derart, daB jede der regulativen Sequenzen bzw. jedes der geneti- 
scher Kontrollelemente ihre Funktion bei der Expression der kodierenden Sequenz 
bestimmungsgemaB erfullen kann. 

1 0 Tunktionelle Aquivalente" beschreiben hier Nukleinsauresequenzen, die unter Stan- 
dardbedingungen mit der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3 oder SEQ 
ID NO:5 oder Teilen der SEQ ID NO:1 , SEQ ID NO:3 oder SEQ ID NO:5 hybridisieren 
und befahigt sind, die Expression eines Polypeptides mit der biologischen Aktivitat ei- 
ner Saccharose-6-Phosphat Phosphatase in einer Zelle oder einem Organismus zu 

15 bewirken. 



Zur Hybrisierung werden vorteilhaft kurze Oligonukleotide mit einer Lange von etwa 10- 
50 bp, vorzugsweise 15-40 bp beispielsweise der konservierten oder sonstigen Berei- 
che, die uber Vergleiche mit anderen verwandten Genen in dem Fachmann bekannter 

20 Weise ermlttelt werden konnen, verwendet. Es konnen aber auch langere Fragmente 
der erfindungsgemaRen Nukleinsauren mit einer Lange von 100-500 bp oder die voll- 
standigen Sequenzen fur die Hybridisierung verwendet werden. Je nach der verwende- 
ten Nukleinsaure/OIigonukleotid, der Lange des Fragmentes oder der vollstandige Se- 
quenz oder je nachdem welche Nukleinsaureart, d.h. DNA oder RNA, fur die Hybridi- 

25 sierung verwendet werden, variieren diese Standardbedingungen. So liegen beispiels- 
weise die Schmelztemperaturen fur Dh4A:DNA-Hybride ca 10°C niedriger als die von 
DNA:RNA-Hybriden gleicher Lange. 

Unter Standardhybridisierungsbbedingungen sind beispielsweise je nach Nukleinsaure 
30 Temperaturen zwischen 42 und 58°C in einer waBrigen Puffertosung mit einer Kon- 
zentration zwischen 0,1 bis 5 x SSC (1 X SSC = 0,15 M NaCI, 15 mM Natriumcitrat, pH 
7,2) oder zusatzlich in Gegenwart von 50 % Formamid wie beispielsweise 42°C in 5 x 
SSC, 50 % Formamid zu verstehen. Vorteilhaftenveise liegen die Hybridisierungsbe- 
dingungen fur DNA:DNA~Hybride bei 0,1 x SSC und Temperaturen zwischen etwa 
35 20°C bis 65°C, bevorzugt zwischen etwa 30°C bis 45°C. Fur DNA:RNA-Hybride liegen 
die Hybridisierungsbedingungen vorteilhaft bei 0,1 x SSC und Temperaturen zwischen 
etwa 30°C bis 65°C, bevorzugt zwischen etwa 45°C bis 55°C. Diese angegebenen 
Temperaturen fOr die Hybridisierung sind beispielhaft kalkulierte Schmelztemperatur- 
werte fur eine Nukleinsaure mit einer Lange von ca. 100 Nukleotiden und einem G + 
40 C-Gehalt von 50 % in Abwesenheit von Formamid. Die experimentellen Bedingungen 
fQr die DNA-Hybridisierung sind in einschlagigen LehrbOchern der Genetik, wie bei- 



WO 2004/009808 ^^PCT7EP2 003/00 7686 

5 

spielsweise Sambrook et al., "Molecular Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory, 
1989, beschrieben und lassen sich nach dem Fachmann bekannten Fonmeln bei- 
spielsweise abhangig von der Lange der Nukleinsauren, der Art der Hybride oder dem 
G + C-Gehalt berechnen. Weitere Infomnationen zur Hybridisierung kann der Fach- 
5 mann folgenden Lehrbiichem entnehmen: Ausubel et al. (eds), 1985, ^Current Proto- 
cols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York; Hames and Higgins (eds), 
1985, "Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach", IRL Press at Oxford Univer- 
sity Press, Oxford; Brown (ed), 1991, Essential Molecular Biology: A Practical Ap- 
proach, IRL Press at Oxford University Press, Oxford. 

10 

Unter einem funktionellen Aquivalent der SEQ ID NO:1 , SEQ ID NO:3 Oder SEQ ID 
NO:5 versteht man weiterhin auch Nukleinsauresequenzen die mit der SEQ ID NO:1, 
SEQ ID NO:3 oder SEQ ID NO:5 bis zu einem definierten Prozentsatz homolog bzw. 
identisch sind und ferner insbesondere auch naturliche oder kunstliche Mutationen der 
15 vorstehend genannten Nukleinsauresequenzen, die fQr ein Polypeptid mit der biologi- 
schen Aktivitat einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatasekodieren. 



Es werden beispielsweise auch solche Nukleotidsequenzen durch die vorliegende Er- 
findung mit umfasst, welche man durch Modifikation der vorstehend genannten Nuk- 

20 leinsauresequenzen erhalt. Beispielhaft konnen solche Modifikationen durch dem 

Fachmann gelaufige Techniken, wie "Site Directed Mutagenesis", "Error Prone PCR", 
"DNA-shuffling" (Nature 370, 1994, pp.389-391) oder "Staggered Extension Process" 
(Nature Biotechnol. 16, 1998, pp.258-261) erzeugt werden. Ziel einer solchen Modifika- 
tion kann z.B. die Einfugung weiterer Restriktionsenzymschnittstelien, die Entfernung 

25 von DNA zur VerkQrzung der Sequenz, der Austausch von Nukleotiden zur Codon- 
Optimierung oder das HinzufQgen weiterer Sequenzen sein. Proteine, die Ober modifi- 
zierte Nukleinsauresequenzen kodiert werden, mQssen trotz abweichender 
Nukleinsauresequenz noch die gewQnschten Funktionen besitzen. 



30 Der Begriff des funktionellen Aquivalents kann sich auch auf das durch die entspre- 
chende Nukleinsauresequenz kodierte Aminosauresequenz beziehen. In diesem Fall 
beschreibt der Begriff funktionelles Aquivalent ein Protein, dessen Aminosauresequenz 
mit der SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 oder SEQ ID NO:6 bis zu einem definierten Pro- 
zentsatz identisch bzw. homolog ist 

35 

Funktionelle Aquivalente umfassen somit naturlich vorkommende Varianten der hierin 
beschriebenen Sequenzen sowie kQnstliche, z.B. durch chemische Synthese erhalte- 
ne, an den Kodon-Gebrauch adaptierte Nukleinsauresequenzen bzw. die davon abge- 
leiteten Aminosauresequenzen. 



40 
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"Genetische Kontrollsequenz" beschreibt Sequenzen, die einen Einfluss auf die 
Transkription und gegebenenfalls Translation der erfindungsgemaBen Nukleinsauren in 
prokaryotischen Oder eukaryontischen Organismen haben. Beispiele hierfur sind Pro- 
motoren, Terminatoren oder sogenannte "enhancer" Sequenzen. Zusatzlich zu diesen 
5 Kontrollsequenzen oder anstelle dieser Sequenzen kann die naturliche Regulation die- 
ser Sequenzen vor den eigentiichen Strukturgenen noch vorhanden sein und gegebe- 
nenfalls genetisch so modifiziert worden sein, dass die naturliche Regulation ausge- 
schaltet und die Expression des Zielgens modifiziert, also erhoht oder erniedrigt wurde. 
Die Auswahl der Kontrollsequenz erfolgt abhangig vom Wirtsorganismus oder Aus- 

10. gangsorganismus. Genetische Kontrollsequenzen umfassen ferner auch die 5- 
untranslatierte Region, Introns oder die nichtkodierende 3-Region von Genen. Als 
Kontrollsequenzen sind weiterhin solche zu verstehen, die eine homologe Rekombina- 
tion bzw. Insertion in das Genom eines Wirtsorganismus ermoglichen oder die Entfer- 
nung aus dem Genom erlauben. Genetische Kontrollsequenzen umfassen auch weite- 

15 re Promotoren, Promotorelemente oder Minimalpromotoren, sowie die Chromatinstruk- 
tur beeinflussende Sequenzen (z.B. Matrix attachment regions (MAR's)) die die ex- 
pressionssteuemden Eigenschaften mod'rfizieren konnen. So kann durch genetische 
Kontrollsequenzen zum Beispiel die gewebespezifische Expression zusatzlich abhan- 
gig von bestimmten Stressfaktoren erfolgen. Entsprechende Elemente sind zum Bei- 

20 spiel fOr Wasserstress, Abscisinsaure (Lam E und Chua NH, J Biol Chem 1991 ; 

266(26): 17131 -17135), Kalte- und Trockenstress (Plant Cell 1994, (6): 251-264) und 
Hitzestress (Molecular & General Genetics, 1989, 217(2-3): 246-53) beschrieben. 



"Homoiogie" zwischen zwei Nukleinsauresequenzen oder Polypeptidsequenzen wird 
25 durch die Identitat der Nukleinsauresequenz/Polypeptidsequenz uber die jeweils ge- 
samte Sequenzlange definiert, die durch Vergleich mit Hilfe des Programmalgorithmus 
ClustalW (Thompson, J.D., Higgins, D.G. and Gibson, T.J. (1994) Nucleic Acids Res. 
22:4673-80) unter Einstellung folgender Parameter 



30 GAP Penalty 1 5.00 DNA transition weight: 0.5 

GAP Length Penalty 6.66 Protein weight matrix: Gonnet Series 

Delay divergent Seqs (%) 30 DNA weight matrix: IUB 

berechnet wird. 

35 

Anstelle des Begriff "homolog" oder "Homologie" wird im Folgenden auch gleichbedeu- 
tend der Begriff Identitat verwendet. 

"Mutationen* von Nuklein- oder Aminosauresequenzen umfassen Substitutionen 
40 (=Ersetzungen), Additionen (HinzufQgung), Deletionen (Loschung), Inversion (Veran- 
derungen) oder Insertionen (Einfugungen) eines oder mehrerer Nukleotidreste, wo- 
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durch sich auch die entsprechende Aminosauresequenz des Zielproteins mittels Sub- 
stitution, Insertion Oder Deletion einer oder mehrerer Aminosauren verandern kann, 
wobei jedoch insgesamt die funktionellen Eigenschaften des Zielproteins im wesentli- 
chen beibehalten werden. 



"Naturiiche genetische Umgebung" meint den natOrlichen chromosomalen Locus in 
dem Herkunftsorganismus. Im Fall einer genomischen Bibliothek ist die naturliche ge- 
netische Umgebung der Nukleinsauresequenz bevorzugt zumindest noch teilweise 
erhalten. Die Umgebung flankiert die Nukleinsauresequenz zumindest an 5 - oder 3- 
Seite und hat eine Sequenzlange von mindestens 50 bp, bevorzugt mindestens 100 
bp, besonders bevorzugt mindestens 500 bp, ganz besonders bevorzugt mindestens 
1000 bp, am meisten bevorzugt mindestens 5000 bp. 

"Pflanzen" im Sinne der Erfindung sind Pflanzenzellen, -gewebe, -organe oder ganzen 
Pflanzen wie Samen, Knollen, Bluten, Pollen, Friichte, Samlinge, Wurzeln, Blatter, 
Stengel oder sonstige Pflanzenteile zu verstehen. AuRerdem ist unter Pflanzen Ver- 
mehrungsmaterial wie Samen, Friichte, Samlinge, Stecklinge, Knollen, Schnitte oder 
Wurzelstocke zu verstehen. 

"Reaktionszeit" bezeichnet die Zeit, die man fur die Durchfuhrung eines Aktivitatstests 
bis zum Erhalt einer signifikanten Aussage Qber eine Aktivitat benotigt und hangt so- 
wohl von der spezifischen Aktivitat des im Test eingesetzten Proteins als auch von der 
verwendeten Methode und der Empfindlichkeit der verwendeten Gerate ab. Dem 
Fachmann ist die Ermittlung der Reaktionszeiten bekannt Bei auf photometrischen 
Methoden basierenden Verfahren zur Identifizierung von Verbindungen mit herbizider 
Wirkung liegen die Reaktionszeiten beispielsweise im allgemeinen zwischen > 0 bis 
120 Minuten. 

"Rekombinante DNA" beschreibt eine Kombination von DNA-Sequenzen herstellbar 
durch rekombinante DNA-Technologie. 

"Rekombinate DNA-Technologie°: allgemein bekannte Techniken zur Fusionierung von 
DNA-Sequenzen (z.B. beschrieben in Sambrook et al., 1989, Cold Spring Habour, NY, 
Cold Spring Habour Laboratory Press). 

^ ReplikationsurspriJnge ,, gewahrleisten die Vermehrung der erfindungsgemalien Ex- 
pressionskassetten oder Vektoren in Mikroorganismen und Hefen z.B. der pBR322 on 
oder der P15A ori in E. coli (Sambrook et aL: "Molecular Cloning. A Laboratory Man- 
ual D f 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) und 
der ARS1 ori in Hefe (Nucleic Acids Research, 2000, 28(10): 2060-2068). 
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"Reportergene" kodieren fQr leicht quantifizierbare Proteine. Qber Wachstums-, Fluo- 
reszenz-, Chemo, Biolumineszenz- oder Resistenzassay oder uber eine photometri- 
sche Messung (Eigenfarbe) oder Enzymaktivitat kann mittels dieser Gene eine Bewer- 
tung der Transformationseffizienz oder des Expressionsortes oder -zeitpunktes vorge- 
5 nommen werden. Ganz besonders bevorzugt sind dabei Reporter-Proteine (Schenborn 
E, Groskreutz D. Mol Biotechnol. 1999; 13(1):29-44) wie das D green fluorescence pro- 
tein" (GFP) (Gerdes HH and Kaether C, FEBS Lett. 1996; 389(1 ):44-47; Chui WL et al., 
Curr Biol 1996, 6:325-330; Leffel SM et al., Biotechniques. 23(5):912-8, 1997), die 
Chloramphenicolacetyltransferase, eine Luziferase (Giacomin, Plant Sci 1996, 116:59- 
10 72; Scikantha, J Bact 1996, 178:121; Millar et al., Plant Mol Biol Rep 1992 10:324- 
414), sowie Luziferasegene, im allgemeinen die 0-Galactosidase oder die 0- 
Glucuronidase (Jefferson et al., EMBO J. 1987, 6, 3901-3907) oder das Ura3-Gen. 

"Selektionsmarker" verleihen eine Resistenz gegen Antibiotika, oder andere toxische 

15 Verbindungen: Beispielhaft zu nennen seien hier das Neomycin-Phosphotransferase- 
Gen, das eine Resistenz gegen die Aminoglycosid-Antibiotika Neomycin (G 418), Ka- 
namycin, Paromycin (Deshayes A et al., EMBO J. 4 (1985) 2731-2737), das sul Gen 
kodierend fur eine mutierte Dihydropteroat Synthase (Guerineau F et al, Plant Mol 
Biol. 1990; 15(1): 127-1 36), das Hygromycin B Phosphotransferase-Gen (Gen Bank 

20 Accession NO: K 01 193) und das shble Resistenzgen, das eine Resistenz gegen die 
Bleomycin Antibiotika wie zB. Zeocin verleiht. Weitere Beispiele fQr Selektionsmarker- 
Gene sind Gene, die eine Resistenz gegen 2-Desoxyglucose-6-phosphat (WO 
98/45456) oder Phosphinotricin etc. verleihen oder solche, die eine Antimetaboliten- 
Resistenz verleihen, zum Beispiel das dhfr-Gen (Reiss, Plant Physiol. (Life Sci. Adv.) 

25 13 (1994) 142-149). Geeignet sind femer Gene wie trpB oder hisD (Hartman SC and 
Mulligan RC, Proc Natl Acad Sci U S A. 85 (1988) 8047-8051). Geeignet ist auch das 
Gen der Mannose-Phosphat Isomerase (WO 94/20627), das ODC (Omithin- 
Decarboxylase) Gen (McConlogue, 1987 in: Current Communications in Molecular 
Biology, Cold Spring Harbor Laboratory, Hrsg.) oder die Deaminase aus Aspergillus 

30 terreus (Tamura K etal., Biosci Biotechnol Biochem. 59 (1995) 2336-2338). 



Transformation" beschreibt einen Prozess zur Einfuhrung heterologer DNA in eine 
pro- oder eukaryontische Zelle. Mit einer transformierten Zelle ist nicht nur das Produkt 
das Transformationsprozesses an sich beschrieben, sondern auch alle transgenen 
35 Nachkommen des durch die Transformation hergestellten transgenen Organismus 

"Target/Target Protein": ein Polypeptid codiert uber die erfindungsgemalJe Nukleinsau- 
resequenz, welches ein Enzym im klassischen Sinne sein kann oder z.B. ein Struktur- 
protein, ein fur Entwicklungsprozesse relevantes Protein, Regulationsproteine wie 
40 Transkriptionsfaktoren, Kinasen, Phosphatases Rezeptoren, Untereinheiten von Kana- 
len, Transportproteine, regulatorische Untereinheiten die einem Enzymkomplex eine 
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substrat- Oder AkUvitatsregulation verteihen. Allen Targets Oder Wirkprten gemein ist 
dabei, dass deren funktionale Anwesenheit essentiell fur das Clberieben oder die nor- 
male Entwicklung und das Wachstum sind. 



5 Transgen": Bezogen auf eine Nukleinsauresequenz, eine Expressionskassette oder 
einen Vektor enthaltend eine erfindungsgemaBe Nukleinsauresequenz oder einen Or- 
ganismus transformiert mit der vorstehend genannten Nukleinsauresequenz, Expressi- 
onskassette oder Vektor beschreibt der Ausdruck transgen alle solche durch gentech- 
nische Methoden hergestellten Konstruktionen, in denen sich entweder die Nukleinsau- 

1 0 resequenz des Zielproteins oder eine mit der Nukleinsauresequenz des Zielproteins 
funktionell verknupfte genetische Kontrollsequenz oder eine Kombination der vorste- 
hend genannten Moglichkeiten sich nicht in ihrer naturlichen genetischen Umgebung 
befinden oder durch gentechnische Methoden modifiziert wurden. Die Modifikation 
kann hier beispielsweise uber Mutation eines oder mehrerer Nukleotidreste der ent- 

1 5 sprechenden Nukleinsauresequenz enreicht werden. 



Saccharose-6-phosphat Phosphatase, ein im Cytosol lokalisiertes Enzym der Saccha- 
rose-Biosynthese, katalysiert die Umwandlung von Saccharose-6-phosphat zu Or- 
thophosphat und Saccharose. Ein Enzym mit der biologischen Aktivitat einer Saccha- 

20 rose-6-phosphat Phosphatase beschreibt somit ein Enzym, welches in der Lage ist, die 
voranstehend beschriebene Reaktion zu katalysieren. Entsprechende Aktivitatstest 
sind weiter unten beschrieben. Saccharose-6-phosphat stammt aus der von der Sao 
charose-6-phosphat Synthase katalysierten Reaktion, in der UDP-Glukose und Frukto- 
se-6-phosphat zu Saccharose-6-phosphat umgewandelt werden. Neuere Daten spre- 

25 chen fQr einen Assoziation der Saccharose-6-phosphat Synthase und Saccharose-6- 
phosphat Phosphatase in einern Proteinkomplex (Eccheveria et al. 1997, Plant Physio- 
logy 115, 223), was auf eine regulatorische Funktion der Saccharose-6-phosphat 
Phosphatase hindeuten konnte. Ob die Saccharose-6-phosphat Phosphatase fQr die 
Pflanze essentiell ist, ist nicht bekannt 

30 

Die Klonierung von Saccharose-6-phosphat Phosphatase kodierenden Genen aus ver- 
schiedenen Pflanzspezies ist in der Literatur beschrieben (Lunn et al., 2000, Prod. 
Natl. Acad. Sci. USA 97: 12914), wobei es allerdings keine Untersuchungen zur in 
planta Funktion des Enzyms gibt. 

35 

Bekannt sind drei fur Saccharose-6-Phosphat Phosphatase kodierende Nukieinsaure- 
sequenzen sowie Proteinsequenzen aus Arabidopsis thaliana, Gen Bank Acc. No AF 
283565 und AAG31075 (Identitat zur SEQ ID NO:1 = 68%; identitat zur SEQ ID NO:2 = 
72%; Identitat zur SEQ ID NO:3 = 68%; Identitat zur SEQ ID NO:4 = 72%; Identitat zur 
40 SEQ ID NO:5 = 61%; Identitat zur SEQ ID NO:6 = 71%), Gen. Bank Acc. No. 

AF43471 1 und AAL30747 (Identitat zur SEQ ID NO:1 = 55%; Identitat zur SEQ ID 
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15 



20 



25 



30 



NO:2 = 55%; Identity zur SEQ ID NO:3 = 56%; Identitat zur SEQ ID--NO:4 = 54%; I- 
dentitat zur SEQ ID NO:5 = 51%; Identitat zur SEQ ID NO:6 = 54%) sowie Gen. Bank 
Acc. No. AF356816 und AAK40235(ldentitat zur SEQ ID NO:1 = 62%; Identitat zur 
SEQ ID NO:2 = 60%; Identitat zur SEQ ID NO:3 = 63%; Identitat zur SEQ ID NO:4 = 
61%; Identitat zur SEQ ID NO:5 = 59%, Identitat zur SEQ ID NO: = 60%), drei fOr Sac- 
charose-6-Phosphat Phosphatase kodierende Nukleinsauresequenzen aus Triticum 
aestivum, Gen Bank Acc. No AY029159 und AAK31789 (Identitat zur SEQ ID NO:1 = 
62%; Identitat zur SEQ ID NO:2 = 64%; Identitat zur SEQ ID NO:3 = 61%; Identitat zur 
SEQ ID NO:4 = 64%; Identitat zur SEQ ID NO:5 = 56%; Identitat zur SEQ ID NO:6 = 
64%), Gen. Bank Acc. No. AF321557 und AAK09372 (Identitat zur SEQ ID NO:1 = 
61%; Identitat zur SEQ ID NO:2 = 64%; Identitat zur SEQ ID NO:3 = 60%; Identitat zur 
SEQ ID NO:4 = 64%; Identitat zur SEQ ID NO:5 = 60%; Identitat zur SEQ ID NO:6 = 
64%) sowie Gen. Bank Acc. No. AF321556 und AAK09371 (Identitat zur SEQ ID NO:1 
= 67%; Identitat zur SEQ ID NO:2 = 64%; Identitat zur SEQ ID NO:3 = 60%; Identitat 
zur SEQ ID NO:4 = 64%; Identitat zur SEQ ID NO:5 = 61%; Identitat zur SEQ ID NO:6 
= 64%), eine Saccharose-6-Phosphat Phosphatase kodierende Nukleinsauresequen- 
zen aus Medicago trunculata, Gen Bank Acc. No AF283566 und AAG31076 (Identitat 
zur SEQ ID NO:1 = 67%; Identitat zur SEQ ID NO:2 = 67%; Identitat zur SEQ ID NO:3 
= 67%; Identitat zur SEQ ID NO:4 = 69%; Identitat zur SEQ ID NO:5 = 62%; Identitat 
zur SEQ ID NO:6 = 66%) und eine Saccharose-6-Phosphat Phosphatase kodierende 
Nukleinsauresequenzen ausZea mays, Gen Bank Acc. No AAG31074 (Identitat zur 
SEQ ID NO:2 = 62%; Identitat zur SEQ ID NO:4 = 63%; Identitat zur SEQ ID NO:6 = 
63%). 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde Oberraschenderweise gefunden, dass 
Pflanzen, in denen gezielt die Aktivitat der Saccharose-6-Phosphat Phosphatase ver- 
ringert wurde Phanotypen aufwiesen, die mit durch Herbizdidapplikation erzeugten 
Phanotypen vergleichbar sind. Beobachtet wurden Wachstumsretardierungen und 
chlorotische Blatter sowie in einigen Fallen das Absterben ganzer Pflanzen oder von 
Pflanzenteilen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von einem Polypeptid mit 
der biologischen Aktivitat einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatase kodiert durch 
eine Nukleinsauresequenz umfassend . 

a) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:1 ; SEQ ID NO:3 oder SEQ ID 
NO:5 dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 



b) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 
40 Codes durch ROckObersetzung aus der in SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 oder SEQ 
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ID NO:6 dargestellten Aminosauresequenz ableiten lafit; oder_ 



c) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit einer Identi- 
tat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:1; funktionelle Aquivalente der Nuk- 
5 leinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer Identitat von mindestens 55% zu der 

SEQ ID NO:3; oder funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID 
NO:5 mit einer Identitat von mindestens 51% zu der SEQ ID NO:5; 



d) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 
10 Codes durch RQckubersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen A- 

quivalents der SEQ ID NO:2 f das eine Identitiat mit der SEQ ID NO:2 von min- 
destens 55% aufweist, ableiten laBt; oder eine Nukleinsauresequenz, die sich 
aufgrund des degenerierten genetischen Codes durch RtickQbersetzung der A- 
minosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:4, das eine 
15 Identitiat mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 54% aufweist, ableiten lalit; oder 

eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 
Codes durch RQckubersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen A- 
quivalents der SEQ ID NO:6, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO:6 von min- 
destens 54% aufweist, ableiten laftt; 

20 

als Target fur Herbizide. Die funktionellen Aquivalente nach c) und d) zeichnen sich 
durch eine gleiche Funktionalitat aus, d.h. sie haben die physiologische Funktion einer 
Saccharose-6-Phosphat Phosphatase. 

25 Die oben genannten Nukleinsauresequenzen stammen vorzugsweise aus einer Pflan- 
ze z.B. aus einer Pflanze aus der Familie der Solanacean. 

Die erfindungsgemaften funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO:1 weisen eine Ho- 
mologie mit der SEQ ID No:1 von mindestens 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 
30 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68% vorzugsweise mindestens 69%, 70%, 71%, 
72%, 73%, 74% vorzugsweise mindestens 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 
82%, 83% bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 
92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% auf. 



35 Die erfindungsgemafcen funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO:2 weisen eine Ho- 
mologie mit der SEQ ID No:2 von mindestens 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 
62%, 63%, 64% vorzugsweise mindestens 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 
72%, vorzugsweise mindestens 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 
82%, 83% bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 

40 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% auf. 
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Die erfindungsgemaBen funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO:3.weisen eine Ho- 
mologie mit der SEQ ID No:3 von mlndestens 55%, 56%, 57%, 58%. 59%, 60%, 61%, 
62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68% vorzugsweise mindestens 69%, 70%, 71%, 
72%, 73%, 74% vorzugsweise mindestens 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 
5 82%, 83% bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 
92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% auf. 

Die erfindungsgemaBen funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO:4 weisen eine Ho- 
mologie mit der SEQ ID No:4 von mindestens 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 
10 61%, 62% vorzugsweise mindestens 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 
71%, 72% vorzugsweise mindestens 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 
81%, 82% bevorzugt mindestens 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 
91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 
auf. 

15 

Die erfindungsgemaBen funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO:5 weisen eine Ho- 
mologie mit der SEQ ID No:5 von mindestens 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 
58%, 59%, 60%, 61%, 62% vorzugsweise mindestens 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 
68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74% vorzugsweise mindestens 75%, 76%, 77%, 
20 78%, 79%, 80%, 81 %, 82%, 83% bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 
89%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% auf. 

Die erfindungsgemaBen funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO:6 weisen eine Ho- 
25 mologie mit der SEQ ID No:6 von mindestens 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 
61%, 62%, 63%, 64% vorzugsweise mindestens 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 
71% vorzugsweise mindestens 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 
81%, 82%, 83% bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 
91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 
30 auf. 



Beispiele fur funktionelle Aquivalente gemaS c) bzw. d) sind die bereits oben erwahn- 
ten fOr Saccharose-6-Phosphat Phosphatase kodierende Nukleinsauresequenzen so- 
wie Proteinsequenzen aus Arabidopsis thaliana (Gen Bank Acc. No AF 283565 und 

35 AAG31 075, Gen. Bank Acc. No. AF43471 1 und AAL30747; Gen. Bank Acc. No. 

AF356816 und AAK40235), die drei fOr Saccharose-6-Phosphat Phosphatase kodie- 
rende Nukleinsauresequenzen aus Triticum aestivum (Gen Bank Acc. No AY029159 
und AAK31789, Gen. Bank Acc. No. AF321557 und AAK09372; Gen. Bank Acc. No. 
AF321556 und AAK09371) die Saccharose-6-Phosphat Phosphatase kodierende Nuk- 

40 leinsauresequenz aus Medicago trunculata (Gen Bank Acc. No AF283566 und 
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AAG31076) und die Saccharose-6-Phosphat Phosphatase kodierende Nukleinsaure- 
sequenz aus Zea mays (Gen Bank Acc. No AAG31074). 

We'rterhin werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung Nukleinsauresequenzen 
beansprucht kodierend fQr ein Polypeptid mtt der biologischen Aktivitat einer Saccharo- 
se-6-Phosphat Phosphatase umfassend: 



a) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:1 , SEQ ID NO:3 Oder SEQ ID 
NO:5 dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 

10 

b) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 
Codes durch Ruckubersetzung aus der in SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 oder SEQ 
ID NO:6 dargestellten Aminosauresequenz ableiten laftt; oder 

15 c) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit einer Identi- 
tat von mindestens 69% zu der SEQ ID NO:1; oder funktionelle Aquivalente der 
Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer Identitat von mindestens 69% zu 
der SEQ ID NO:3; oder funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ 
ID NO:5 mit einer Identitat von mindestens 63% zu der SEQ ID NO:5; oder 

20 

d) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 
Codes durch Ruckubersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen A- 
quivalents der SEQ ID NO:2, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO:2 von min- 
destens 73% aufweist, ableiten laRt; oder eine Nukleinsauresequenz, die sich 

25 aufgrund des degenerierten genetischen Codes durch Ruckubersetzung der A- 

minosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:4, das eine 
Identitiat mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 73% aufweist, ableiten laftt; oder 
eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 
Codes durch Ruckubersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen A- 

30 quivalents der SEQ ID NO:6, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO:6 von min- 

destens 72% aufweist, ableiten l§ftt. 



Die oben genannten Nukleinsauresequenzen stammen aus einer Pflanze z.B. aus ei- 
ner Pflanze aus der Familie der Solanacean. 

35 

Ebenfalls beansprucht werden die durch die vorstehend genannten Nukleinsaurese- 
quenzen kodierten Polypeptide. Die funktionellen Aquivalente nach c) und d) zeichnen 
sich durch eine gleiche Funktionalitat aus, d.h. sie haben die physiologische Funktion 
einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatase. 



40 
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Die erfindungsgemalien funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO:1 .weisen eine Iden- 
titat mit der SEQ ID No:1 von mindestens 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74% vorzugs- 
weise mindestens 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83% bevorzugt min- 
destens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93% besonders be- 
5 vorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% auf. 

Die erfindungsgemalien funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO:2 weisen eine 
Identitat mit der SEQ ID No:2 von mindestens 73% vorzugsweise mindestens 74%, 
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83% bevorzugt mindestens 84%, 85%, 
10 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% auf. 

Die erfindungsgemalien funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO:3 weisen eine 
Identitat mit der SEQ ID No:3 von mindestens 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74% 
15 vorzugsweise mindestens 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83% 

bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93% 
besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% auf. 

Die erfindungsgemalien funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO:4 weisen eine 
20 Identitat mit der SEQ ID No:4 von mindestens 73% vorzugsweise mindestens 74%, 
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83% bevorzugt mindestens 84%, 85%, 
86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% auf. 

25 Die erfindungsgemalien funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO:5 weisen eine 

Identitat mit der SEQ ID No:5 von mindestens 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 
70%, 71%, 72%, 73%, 74% vorzugsweise mindestens 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 
80%, 81%, 82%, 83% bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 
90%, 91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 

30 99% auf. 

Die erfindungsgematien funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO:6 weisen eine Iden- 
titat mit der SEQ ID No:6 von mindestens 72%, 73% vorzugsweise mindestens 74%, 
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83% bevorzugt mindestens 84%, 85%, 
35 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% auf. 



Die Nukleinsauresequenzen kodierend fur ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat 
einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatase umfassend 

40 
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a) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:1 ; SEQ ID NO:3 Oder SEQ ID 
NO:5 dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 



b) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 

5 Codes durch Ruckubersetzung aus der in SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 oder SEQ 

ID NO:6 dargestellten Aminosauresequenz ableiten lalit; oder 

c) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit einer Identi- 
tat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO: 1 ; oder funktionelle Aquivalente der 

10 Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer Identitat von mindestens 55% zu 

der SEQ ID NO:3; oder funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ 
ID NO:5 mit einer Identitat von mindestens 51% zu der SEQ ID NO:5; oder 

d) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit einer Identl- 
15 tat von mindestens 69% zu der SEQ ID NO:1 ; oder funktionelle Aquivalente der 

Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer Identitat von mindestens 69% zu 
der SEQ ID NO:3; oder funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ 
ID NO:5 mit einer Identitat von mindestens 63% zu der SEQ ID NO:5; oder 

20 e) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 
Codes durch Ruckubersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen A- 
qulvalents der SEQ ID NO:2, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO:2 von min- 
destens 73% aufweist, ableiten lalit; oder eine Nukleinsauresequenz, die sich 
aufgrund des degenerierten genetischen Codes durch Ruckubersetzung der A- 

25 minosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:4, das eine 

Identitiat mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 73% aufweist, ableiten lalit; oder 
eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 
Codes durch Ruckubersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen A- 
quivalents der SEQ ID NO:6, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO:6 von min- 

30 destens 72% aufweist, ableiten lalit; oder 



f) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 
Codes durch RQckObersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen A- 
quivalents der SEQ ID NO:2, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO:2 von min- 

35 destens 55% aufweist, ableiten lalit; oder eine Nukleinsauresequenz, die sich 

aufgrund des degenerierten genetischen Codes durch Ruckubersetzung der A- 
minosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:4, das eine 
Identitiat mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 54% aufweist, ableiten lalit; oder 
eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 

40 Codes durch Ruckubersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen A- 

quivalents der SEQ ID NO:6, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO:6 von min- 



WO 2004/009808 ^fc>CT/EP2003/007686 

16 

destens 54% aufweist, abieiten la&t, 



werden im folgenden als "erfindungsgemalie Nukleinsauresequenzen" bezeichnet Die 
durch eine erfindungsgemalie Nukleinsauresequenz kodierten Polypeptide mit der bio- 
5 logischen Aktivitat einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatase werden im folgenden 
der Einfachheit halber als "SSP B bzeichnet 

SSPs verursachen in reduzierter Menge Wachstumsretardieaingen sowie nekrotische 
Blatter in Pflanzen. Eine Reduktion des Polypeptides bedeutet, daft die Menge des 
10 Polypeptides Qber gentechnische Methoden reduziert wird. Verglichen wird eine derar- 
tig modifizierte Pflanze mit einer Pflanze, die bezuglich dieses Polypeptides keine ge- 
netischen Modifikationen aufweist, ansonsten aber mit dem Genotyp der genetisch 
manipulierten Pflanze identisch ist unter identischen Wachstumsbedingungen. 

15 Die Genprodukte der erfindungsgemafien Nukleinsauren stellen neue Targets fur Her- 
bizide dar, welche die Bereitstellung neuer Herblzide zur Bekampfung unerwunschter 
Pflanzen ermoglichen. 

Unter unerwunschten Pflanzen sind im weitesten Sinne alle Pflanzen zu verstehen, die 
20 an Orten aufwachsen, an denen sie unerwunscht sind, zum Beispiel: 

Dikotyle Unkrauter der Gattungen: Sinapis, Lepidium, Galium, Stellaria, Matricaria, 
Arrthemis, Galinsoga, Chenopodium, Urtica, Senecio, Amaranthus, Portulaca, Xan- 
thium, Convolvulus, Ipomoea, Polygonum, Sesbania, Ambrosia, Cirsium, Carduus, 
25 Sonchus, Solanum, Rorippa, Rotala, Lindemia, Lamium, Veronica, Abutilon, Emex, 
Datura, Viola, Galeopsis, Papaver, Centaurea, Trifolium, Ranunculus, Taraxacum. 

Monokotyle Unkrauter der Gattungen: Echinochloa, Setaria, Panicum, Digitaria, 
Phleum, Poa, Festuca, Eleusine, Brachiaria, Lolium, Bromus, Avena, Cyperus, Sorg- 
30 hum, Agropyron, Cynodon, Monochoria, Fimbristyslis, Sagittaria, Eleocharis, Scirpus, 
Paspalum, Ischaemum, Sphenoclea, Dactyloctenium, Agrostis, Alopecurus, Apera. 



Die SEQ ID NO:1 , SEQ ID NO:3 oder SEQ ID NO:5 Oder Teile der vorstehend genann- 
ten Nukleinsauresequenzen konnen fur die Herstellung von Hybridisierungssonden 

35 verwendet werden, uber welche die entsprechenden Vollangengene bzw. funktionelle 
Aquivalente der SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3 oder SEQ ID NO:5 isoliert werden kon- 
nen. Die Herstellung dieser Sonden sowie die Durchfuhrung der Experimente ist be- 
kannt Sie kann zum Beispiel uber die gezielte Herstellung radioaktiver oder nicht ra- 
dioaktiver Sonden mittels PCR und der Verwendung von entsprechend markierten Oli- 

40 gonukleotiden mit anschlieftenden Hybridisierungsexperimenten erfolgen. Die hierfur 
erforderlichen Technologien sind beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. 
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Sambrook, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, NY (1989) aufgefOhrt. Die entsprechenden Sonden konnen wei- 
terhin mittels Standardtechnologien (Lit. SDM bzw. random Mutagenesis) so modifiziert 
werden, dass sie fQr weitere Zwecke eingesetzt werden konnen, z.B. als Sonde, die 
5 spezifisch zu mRNA sowie den entsprechenden codierenden Sequenzen hybridisiert 
zwecks Analyse der entsprechenden Sequenzen in anderen Organismen. 

Des weiteren konnen die oben genannten Sonden fQr die Detektion und Isolation von 
funktionellen Aquivalenten der SEQ ID NO:1 f SEQ ID NO:3 oder SEQ ID NO:5 aus 
10 anderen Pflanzenspezies aufgrund von Sequenzidentitaten verwendet werden. Hierbei 
wird ein Teil oder die gesamte Sequenz der entsprechenden SEQ ID NO:1, SEQ ID 
NO:3 oder SEQ ID NO:5 als Sonde zum Screening in einer genomischen oder cDNA 
Bank der entsprechenden Pflanzenspezies oder in einer Computer-Recherche nach 
Sequenzen funktioneller Aquivalente in elektronischen Datenbanken verwendet. 



15 



20 



Bevorzugte Pflanzenspezies sind hierbei die bereits eingangs erwahnten unerwunsch- 
ten Pflanzen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Expressionskassetten enthaltend 

a) genetische Kontrollsequenzen in funktioneller Verknupfung mit einer Nukleinsau- 
resequenz umfassend 



i. eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:1 , SEQ ID NO:3 oder 
25 SEQ ID NO:5 dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 

ii. eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 
schen Codes durch RQckubersetzung aus der in SEQ ID NO:2, SEQ ID 
NO:4 oder SEQ ID NO:6 dargestellten Aminosauresequenz ableiten lalit; 

30 oder 

Hi. funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit einer 
Identitat von mindestens 69% zu der SEQ ID NO:1; oder funktionelle Aqui- 
valente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer Identitat von min- 
35 destens 69% zu der SEQ ID NO:3; oder funktionelle Aquivalente der Nuk- 

leinsauresequenz SEQ ID NO:5 mit einer Identitat von mindestens 63% zu 
der SEQ ID NO:5; oder 



40 



iv. 



eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 
schen Codes durch RQckubersetzung der Aminosauresequenz eines funk- 
tionellen Aquivalents der SEQ ID NO:2, das eine Identitiat mit der SEQ ID 
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NO:2 von mindestens 73% aufweist, ableiten laBt; Oder eine Nukleinsaure- 
sequenz, die sich aufgaind des degenerierten genetischen Codes durch 
RuckQbersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen Aquivalents 
der SEQ ID NO:4, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 
5 73% aufweist, ableiten laBt; Oder eine Nukleinsauresequenz, die sich auf- 

grund des degenerierten genetischen Codes durch RQckubersetzung der 
Aminosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:6, das 
eine Identitiat mit der SEQ ID NO:6 von mindestens 72% aufweist, ableiten 
laBt; oder 

10 

b) zusatzliche Funktionselemente; oder 

c) eine Kombination aus a) und b); 

15 sowie die Verwendung von Expressionskassetten enthaltend 

a) genetische Kontrollsequenzen in funktioneller Verknupfung mit einer erfindungs- 
gemaBen Nukleinsauresequenz; 

20 b) zusatzliche Funktionselemente; oder 

c) eine Kombination aus a) und b); 

zur Expression einer SSP, die in vitro Testsystemen verwendet werden kann. Beide 
25 Ausfuhrungsformen der vorstehend beschriebenen Expressionskasetten werden im 
folgenden als erfindungsgemaBe Expressionskassette bezeichnet. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfaBt eine erfindungsgemaBe Expressi- 
onskassette am 5 -Ende der kodierenden Sequenz einen Promotor und am 3'-Ende 
30 Transkriptions-Terminations-Signal und gegebenenfalls weitere genetische Kontrollse- 
quenzen, welche mit der dazwischenliegenden erfindungsgemaBen Nukleinsaurese- 
quenz funktionell verkntlpft sind. 

Unter den erfindungsgemaBen Expressionskassetten sind auch Analoga zu verstehen, 
35 die zum Beispiel durch eine Kombination der einzelnen Nukleinsauresequenzen auf 
einem Polynukleotid (Mehrfachkonstrukte), auf mehreren Polynukleotiden in einer Zelle 
(Kotransformation) oder durch sequenzielle Transformation zustande kommen konnen. 



40 



Vorteilhafte genetische Kontrollsequenzen nach Punkt a) fur die erfindungsgemaBen 
Expressionskassetten oderfOr Vektoren enthaltend erfindungsgemaBe Expressionska- 
setten sind beispielsweise Promotoren wie cos-, tac-, trp-, tet-, Ipp-, lao, laclq-, T7-, 
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T5-, T3-, gal- trc-, ara-, SP6-, A-PR- oder im /l-PL-Promotor, die zur .Expression der 
SSP in gram-negativen Bakterienstammen verwendet werden konnen. 

Weitere vorteilhafte genetische Kontrollsequenzen sind beispielsweise in den Promoto- 
5 ren amy und SP02, die zur Expression der SSP in gram-positiven Bakterienstammen 
verwendet werden konnen, sowie in den Hefe- oder Pilzpromotoren AUG1 , GPD-1 , 
PX6, TEF, CUP1, PGK, GAP1, TPI, PHQ5, AOX1, GAL10/CYC1, CYC1, OliC, ADH, 
TDH, Kex2, MFa oder NMT oder Kombinationen der vorstehend genannten Promoto- 
ren enthalten (Degryse et al., Yeast 1995 Jun 15; 1 1 (7):629-40; Romanes et al. Yeast 
10 1992 Jun;8(6):423-88; Benito et al. Eur. J. Plant Pathol. 104, 207-220 (1998); Cregg et 
al. Biotechnology (N Y) 1993 Aug;11(8):905-10; Luo X. f Gene 1995 Sep 22; 163(1 ): 127- 
31; Nacken et al., Gene 1996 Oct 10;175(1-2): 253-60; Turgeon et al., Mol Cell Biol 
1987 Sep;7(9):3297-305) oder den Transkriptionsterminatoren NMT, Gcy1, TrpC, 
AOX1 , nos, PGK oder CYC1 (Degryse et al., Yeast 1 995 Jun 1 5; 1 1 (7):629-40; Brunelli 
15 et al. Yeast 1993 Dec9(12): 1309-18; Frisch et al., Plant Mol. Biol. 27 (2), 405-409 

(1995); Scorer et al., Biotechnology (N.Y.) 12 (2), 181-184 (1994), Genbank acc. num- 
ber Z46232; Zhao et al. Genbank acc number : AF049064; Punt et al., (1987) Gene 56 
(1), 1 17-124), die zur Expression der SSP in Hefestammen verwendet werden konnen. 

20 Als zur Expression in Insektenzellen geeignete genetische Kontrollsequenzen sind 
exemplarisch der Polyhedrin-Promotor sowie der p10-Promotor (Luckow, V.A. and 
Summers, M.D. (1988) Bio/Techn. 6, 47-55) zu nennen. 

Vorteilhafte genetische Kontrollsequenzen zur Expression der SSP in Zellkultur sind 
25 sind neben Polyadenylierungssequenzen wie z.B. aus Simian Virus 40 eukaryontische 
Promotoren viralen Ursprungs wie z.B. Promotoren des Polyoma, Adenovirus 2, Cyto- 
megalovirus oder Simian Virus 40. 



Weitere vorteilhafte genetische Kontrollsequenzen zur Expression der SSP in Pflanzen 
30 sind in den Pflanzenpromotoren CaMV/35S [Franck et al., Cell 21(1980) 285-294], 
PRP1 [Ward etaL, Plant. Mol. Biol. 22 (1993)], SSU, OCS, LEB4, USP, STLS1, B33, 
NOS; FBPaseP (WO 98/18940) oder im Ubiquitin- oder Phaseolin-Promotor enthalten, 
vorzugsweise verwendet man insbesondere einen pflanziichen Promotor oder einen 
Promoter, der einem Pflanzenvirus entstammt Insbesondere bevorzugt sind Promoto- 
35 ren viralen Ursprungs wie der Promotor des 35S-Transkriptes des Blumenkohlmosaik- 
virus (Franck et al., Cell 21 (1980), 285-294; Odell et al., Nature 313 (1985), 810-812). 
Weitere bevorzugte konstitutive Promotoren sind zum Beispiel der Promotor der Nopa- 
linsynthase aus Agrobacterium, der TR-Doppelpromotor, der OCS (Octopin Synthase) 
Promotor aus Agrobacterium, der Ubiquitin Promotor (Holtorf S et al., Plant Mol Biol 
40 1 995, 29:637-649), die Promotoren der vakuolarer ATPase Untereinheiten oder der 
Promotor eines prolinreichen Proteins aus Weizen (WO 91/13991). 
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Die Expressionskassetten konnen auch einen chemisch induzierbaren Promotor a!s 
genetische Kontrollsequenz enthalten, durch den die Expression des exogenen Gens 
in der Pflanze zu einem bestimmten Zeitpunkt gesteuert werden kann. Derartige Pro- 
motoren, wie z.B. der PRP1 Promotor (Ward et al., Plant. Mol. Biol. 22 (1993), 361- 
366), ein durch Salicylsaure induzierbarer (WO 95/19443), ein durch Benzolsulfona- 
mid-induzierbarer (EP-A-0388186), ein durch Tetrazyklin-induzierbarer (Gatz et al M 
(1992) Plant J. 2, 397404), ein durch Abscisinsaure-induzierbarer (EP-A 335528) bzw. 
ein durch Ethanol- Oder Cyclohexanon-induzierbarer (WO 93/21334) Promotor konnen 
ebenfalls verwendet werden. 

Geeignet sind femer Promotoren die eine gewebe- oder organspezifische Expression 
z.B. in Antheren, Ovarien, Bluten und Blutenorganen, Blattern, SchlieBzellen, Tricho- 
men, Stengel, Leitgeweben, Wurzeln und Samen vermitteln. Ebenfalls geeignet sind 
hier neben den oben genannten konstitutiven Promotoren, insbesondere solche Pro- 
motoren, die eine blattspeziflsche Expression gewahrleisten. Zu nennen sind der Pro- 
motor der cytosolischen FBPase aus Kartoffel (WO 97/05900), der SSU Promotor 
(small subunit) der Rubisco (Ribulose-1 ,5-bisphosphatcarboxylase) oder der ST-LSI 
Promotor aus Kartoffel (Stockhaus et al„ EMBO J. 8 (1989), 2445 - 245). Bevorzugt 
sind ferner Promotoren, die eine Expression in Samen und pflanzlichen Embryonen 
steuem. Samenspezifische Promotoren sind zum Beispiel der Promotor des Phaseo- 
lins (US 5,504,200, Bustos MM et al., Plant Cell. 1989;1(9):839-53), des 2S Albumin- 
gens (Joseffson LG et al., J Biol Chem 1987, 262:12196-12201), des Legumins (Shir- 
sat A etal., Mol Gen Genet. 1989;215(2):326-331), des USP (unknown seed protein; 
Baumlein H et al., Molecular & General Genetics 1991, 225(3):459-67) des Napin Gens 
(Stalberg K, et al., L. Planta 1996, 199:515-519), des Saccharosebindeproteins (WO 
00/26388) oder der LeB4-Promotor (Baumlein H et al., Mol Gen Genet 1991 , 225: 121- 
128; Fiedler, U. et al., Biotechnology (NY) (1995), 13 (10) 1090). 

Weitere als genetische Kontrollsequenzen geeignete Promotoren sind beispielsweise 
spezifische Promotoren fur Knollen, Speicherwurzeln oder Wurzeln, wie beispielsweise 
der Patatin Promotor Klasse i (B33), der Promotor des Cathepsin D Inhibitors aus Kar- 
toffel, der Promotor der Starke Synthase (GBSS1) oder der Sporamin Promotor, 
fruchtspezifische Promotoren, wie beispielsweise der fruchtspezifische Promotor aus 
Tomate (EP-A 409625), fruchtreifung-spezifische Promotoren, wie beispielsweise der 
fruchtreifung-spezifische Promotor aus Tomate (WO 94/21794), blutenspezifische 
Promotoren, wie beispielsweise der Phytoen Synthase Promotor (WO 92/16635) oder 
der Promotor des P-rr Gens (WO 98/22593) oder spezifische Plastiden- oder Chro- 
moplasten-Promotoren, wie beispielsweise der RNA-Polymerase Promotor (WO 
97/06250) oder auch der Promotor der Phosphoribosylpyrophosphat Amidotransferase 
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aus Glycine max (siehe auch Genbank Accession Nr U87999) oder ein anderer No- 
dien-spezifischer Promotor wie in EP-A 249676 konnen vorteilhaft verwendet werden. 



Unter zusatzlichen Funktionselementen b) sind beispielhaft aber nicht einschrankend 
5 Reportergene, Replikationsurspriinge, Selektionsmarker und sogenannte Affinitats- 
Tags, fusioniert mit der SSP direkt oder mittels eines Linkers optional enthaltend eine 
Protease-Schnittstelle zu verstehen. Weitere geeignete zusatzliche Funktionselemente 
sind Sequenzen, die ein Targeting in den Apoplasten, in Plastiden, die Vakuole, das 
Mitochondrium, das Peroxisom, das Endoplasmatische Retikulum (ER) oder durch ein 
10 Fehlen entsprechender operativer Sequenzen einen Verbleib im Kompartiment des 
Entstehens, dem Zytosol, gewahrleisten (Kermode, Crit Rev. Plant Sci. 15, 4 (1996), 
285-423). 

ErfindungsgemalJ sind femer Vektoren, die mindestens eine Kopie der erfindungsge- 
15 maften Nukleinsauresequenzen und/oder der erfindungsgemaften Expressionskasset- 
ten enthalten. 

Unter Vektoren sind aufter Plasmiden auch alle anderen dem Fachmann bekannten 
Vektoren, wie beispielsweise Phagen, Viren wie SV40, CMV, Baculovirus, Adenovirus, 
20 Transposons, IS-Elernente, Phasmide, Phagemide, Cosmide, lineare oder zirkulare 

DNA zu verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsorganismus repliziert oder 
chromosomal repliziert werden bevorzugt ist eine chromosomale Replikation. 

In einer weiteren Auisgestaltungsfonm des Vektors kann die erfindungsgemaRe Nuk- 
25 leinsaurekonstrukt auch vorteilhafterweise in Form einer linearen DNA in die Organis- 
men eingefQhrt werden und Qber heterologe oder homologe Rekombination in das Ge- 
nom des Wirtsorganismus integriert werden. Diese lineare DNA kann aus einem line- 
arisierten Plasmid oder nuraus dem Nukleinsaurekonstrukt als Vektor oder den ver- 
wendeten Nukleinsauresequenzen bestehen. 

30 

Weitere prokaryotische und eukaryotische Expressionssysteme sind genannt in Kapitel 
16 und 17 in Sambrook et al M "Molecular Cloning: A Laboratory Manual." 2nd, ed., Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
NY, 1989. Weitere vorteilhafte Vektoren werden in Hellens et al. (Trends in plant scien- 
35 ce, 5, 2000) beschrieben. 



Die erfindungsgemaiie Expressionskassette sowie davon abgeleitete Vektoren konnen 
zur Transformation von Bakterien, Cyanobakterien (z.B. der Gattung Synechocystes, 
Anabaena, Calothrix, Scytonema, Oscillatoria, Plectonema und Nostoc), Proteobakte- 
40 rium wie etwa Magnetococcus sp. MC1 , Hefen, filamentosen Pilzen und Algen und 

eukaryontischen, nicht humanen Zellen (z.B. Insektenzellen) mit dem Ziel der rekombi- 



WO 2004/009808 




•CT/EP2003/007686 



22 



nanten Herstellung der SSP eingesetzt werden, wobei sich die Herstellung einer ge- 
eigneten Expressionskassette nach dem Organismus, in welchen das Gen exprimiert 
werden soil, richtet. 



5 In einer weiteren vorteilhaften Ausfdhrungsform konnen die im erfindungsgemaften 
Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen auch alleine in einen Organismus 
eingebracht werden. 

Sollen neben den Nukleinsauresequenzen weitere Gene in den Organismus eingefuhrt 
10 werden, so konnen alle zusammen in einem einzigen Vektor oder jedes einzelne Gen 
in je einem Vektor in den Organismus eingebracht werden, wobei die verschiedenen 
Vektoren gleichzeitig oder sukzessive eingebracht werden konnen. 

Hierbei kann das Einbringen der erfindungsgemaften Nukleinsaure(n), der Express!- 
15 onskassette oder des Vektors in die entsprechenden Organismen (Transformation) 
prinzipiell nach alien dem Fachmann bekannten Methoden erfolgen. 

Fur Mikroorganismen kann der Fachmann entsprechende Methoden den Lehrbuchern 
von Sambrook, J. et al. (1989) "Molecular cloning: A laboratory manual", Cold Spring 

20 Harbor Laboratory Press, von F.M. Ausubel et al. (1994) "Current protocols in molecu- 
lar biology", John Wiley and Sons, von D.M. Glover et al., DNA Cloning Vol.1, (1995), 
IRL Press (ISBN 019-963476-9), von Kaiser et al. (1994) Methods in Yeast Genetics, 
Cold Spring Habor Laboratory Press oder Guthrie et al. "Guide to Yeast Genetics and 
Molecular Biology", Methods in Enzymology, 1994, Academic Press entnehmen. Bei 

25 der Transformation von filamentosen Pilzen bieten sich zum einen die Herstellung von 
Protoplasten und Transformation mit Hiife von PEG (Wiebe et al. (1997) Mycol. Res. 
101 (7): 971-877; Proctor et al. (1997) Microbiol. 143, 2538-2591), zum anderen die 
Transformation unter zur Hilfe nahme von Agrobacterium tumefaciens (de Groot et al. 
(1998) Nat. Biotech. 16, 839-842) an. 

30 

FOr dikotyle Pflanzen konnen die beschriebenen Methoden zur Transformation und 
Regeneration von Pflanzen aus Pflanzengeweben oder Pflanzenzellen zur transienten 
oder stabilen Transformation genutzt werden. Geeignete Methoden sind das biolisti- 
sche Verfahrens oder durch Protoplastentransformation (vergl. z.B. Willmitzer, L, 1993 

35 Transgenic plants. In: Biotechnology, A Multi-Volume Comprehensive Treatise (H.J. 
Rehm, G. Reed, A. PQhler, P. Stadler, eds.), Vol. 2, 627-659, VCH Weinheim-New Y- 
ork-Basel-Cambridge), die Elektroporation, die Inkubation trockener Embryonen in 
DNA-hattiger Losung, die Mikroinjektion und der durch Agrobacterium vermittelte Gen- 
transfer. Die genannten Verfahren sind beispielsweise in B. Jenes et al., Techniques 

40 for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Vol. 1 , Engineering and Utilization, herausge- 
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geben von S.D. Kung und R. Wu f Academic Press (1993) 128-143 sowie in Potrykus 
Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec.Biol. 42 (1991) 205-225) beschrieben. 

Die Transformation mittels Agrobakterien sowie die fQr die Transformation zu verwen- 
5 denden Vektoren sind dem Fachmann bekannt und in der Literatur ausfuhrlich be- 
schrieben (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 12 (1984) 871 1. Die intermediaren Vektoren 
konnen aufgrund von Sequenzen, die homolog zu Sequenzen in der T-DNA sind, 
durch homologe Rekombination in das Ti- Oder Ri-Plasmid der Agrobakterien integriert 
werden. Dieses enthalt aufterdem die fur den Transfer der T-DNA notwendige vir- 
10 Region. Intermediare Vektoren konnen nicht in Agrobakterien replizieren. Mittels eines 
Helferplasmids kann der intermediare Vektor auf Agrobacterium tumefaciens ubertra- 
gen werden (Konjugation). BinSre Vektoren konnen sowohl in E.coli als auch in Agro- 
bakterien replizieren. Sie enthalten ein Selektionsmarker-Gen und einen Linker oder 
Polylinker, welche von der rechten und linken T-DNA Grenzregion eingerahmt werden. 
15 Sie konnen direkt in die Agrobakterien transformiert werden (; Holsters et al. Mol. Gen. 
Genet 163 (1978), 181-187) , EP A 0 120 516; Hoekema, In: The Binary Plant Vector 
System Offsetdrukkerij Kanters B.V., Alblasserdam (1985), Chapter V; Fraley et al., 
Crit. Rev. Plant. Sci., 4: 1-46 und An et al. EMBO J. 4 (1985), 277-287). 



20 Auch die Transformation monokotyler Pflanzen mittels Agrobacterium basierender Vek- 
toren wurde beschrieben ( Chan et al, Plant Mol. Biol. 22(1993), 491-506; Hiei et al, 
Plant J. 6 (1994) 271-282; Deng et al; Science in China 33 (1990), 28-34; Wilmink et al, 
Plant Cell Reports 11,(1992) 76-80; May et al; Biotechnology 13 (1995) 486-492; Con- 
ner und Domisse; Int J. Plant Sci. 153 (1992) 550-555; Ritchie et al; Transgenic Res. 

25 (1 993) 252-265). Alternative Systeme zur Transformation von monokotylen Pflanzen 
sind die Transformation mittels des biolistischen Ansatzes (Wan und Lemaux; Plant 
Physiol. 104 (1994), 37-48; Vasil et al; Biotechnology 11 (1992), 667-674; Ritala et al, 
Plant Mol. Biol 24, (1994) 317-325; Spencer et al, Theor. Appl. Genet 79 (1990), 625- 
631) die Protoplastentransformation, die Elektroporation von partiell permeabilisierten 

30 Zellen ; die Einbringung von DNA mittels Glasfasem. Insbesondere die Transformation 
von Mais wurde in der Literatur mehrfach beschrieben (vgl. z.B. WO 95/06128; EP 
0513849 A1 ; EP 0465875 A1 ; EP 0292435 A1 ; Fromm et al, Biotechnology 8 (1990), 
833-844; Gordon-Kamm et al, Plant Cell 2 (1990), 603-618; Koziel et al, Biotechnology 
1 1 (1 993) 1 94-200; Moroc et al, Theor Applied Genetics 80 (1 90) 721 -726). 

35 

Auch die erfolgreiche Transformation anderer Getreidearten wurde bereits beschrieben 
z.B. fQr Gerste ( Wan und Lemaux, s.o.; Ritala et al, s.o.; Weizen ( Nehra et al, Plant J. 
5(1994) 285-297). 

40 Mit einem erfindungsgemafien Vektor transformierte Agrobakterien kSnnen ebenfalls in 
bekannter Weise zur Transformation von Pflanzen wie Testpflanzen wie Arabidopsis 
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Oder Kulturpflanzen wle Getreide, Mais, Hafer, Roggen, Gerste, Weizen, Soja, Reis, 
Baumwolle, Zuckerrube, Canoia, Sonnenblume, Rachs, Hanf, Kartoffel, Tabak, Toma- 
te, Karotte, Paprika, Raps, Tapioka, Maniok, Pfeilwurz, Tagetes, Alfalfa, Salat und den 
verschiedenen Baum-, Null- und Weinspezies verwendet werden, z.B. indem verwun- 
5 dete Blatter Oder BlattstQcke in einer Agrobakterienlosung gebadet und anschlieliend 
in geeigneten Medien kultiviert werden. 

Die genetisch veranderten Pflanzenzellen konnen uber alle dem Fachmann bekannten 
Methoden regeneriert werden. Entsprechende Methoden konnen den oben genannten 
10 Schriften von S.D. Kung und R. Wu, Potrykus Oder Hofgen und Willmitzer entnommen 
werden. 

Die durch Transformation mit einer der oben beschriebenen Ausfuhrungsformen einer 
Expressionskassette, enthaltend eine erfindungsgema&e Nukleinsauresequenz oder 

1 5 einem Vektor, enthaltend die vorstehend genannte Expressionskassette, hergestellten 
transgenen Organismen sowie die mittels Expression aus dem transgenen Organismus 
erhaltliche rekombinante SSP sind Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Ebenfalls 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von transgenen Organis- 
men enthaltend eine erfindungsgemaBe Expressionskassette z.B. fOr die Bereitstellung 

20 rekombinanten Proteins und/oder die Verwendung dieser Organismen in in vivo Test- 
systemen. 

Bevorzugte Organismen fur die rekombinante Expression sind sind neben Bakterien, 
Hefen, Moose, Algen, Pilze auch eukaryontische Zeilinien. 

25 

Bevorzugte Moose sind Physcomitrella patens oder weitere in Kryptogamen, Bd.2, 
Moose, Fame, 1991, Springer Verlag (ISBN 3540536515), beschriebene Moose. 

Innerhalb der Bakterien sind Bakterien der Gattung Escherichia, Erwinia, Flavobacteri- 
30 urn, Alcaligenes oder Cyanobakterien zum Beispiel der Gattung Synechocystes, Ana- 
baena, Calothrix, Scytonema, Oscillatoria, Plectonema und Nostoc, besonders bevor- 
zugt Synechocystis oder Anabena bevorzugt. 

Bevorzugte Hefen sind Candida, Saccharomyces, Schizosaccheromyces, Hansenula 
35 oder Pichia. 



40 



Bevorzugte Pilze sind Aspergillus, Trichoderma, Ashbya, Neurospora, Fusarium, 
Beauveria, Mortierella, Saprolegnia, Pythium, oder weitere in Indian Chem Engr. Secti- 
on B. Vol 37, No 1,2 (1995) beschriebene Pilze. 
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Bevorzugte Pflanzen sind insbesondere ausgewahlt unter monokotylen Kulturpflanzen, 
wie zum Beispiel Getreidearten wie Weizen, Gerste, Hirse, Roggen, Triticale, Mais, 
Reis oder Hafer sowie dem Zuckerrohr. Ferner sind die erfindungsgemalien transge- 
nen Pflanzen insbesondere ausgewahlt unter dikotylen Kulturpflanzen, wie zum Bei- 
5 spiel Brassicacae wie Raps, Kresse, Arabidopsis, Kohlarten Oder Canola; Legumino- 
sae wie Soja, Alfalfa, Erbse, Bohnengewachsen oder Erdnuss Solanaceae wie Kartof- 
fel, Tabak, Tomate, Aubergine oder Paprika; Asteraceae wie Sonnenblume, Tagetes, 
Salat oder Calendula; Cucurbitaceae wie Melone, KQrbis oder Zucchini, der Lein, 
Baumwolle, Hanf, Rachs, Roter Pfeffer, Mohre, Karotte, ZuckerrQbe oder verschiedene 
10 Baum-, Nuss- und Weinspecies. 

Prinzipiell sind als Wirtsorganismen auch transgene Tiere geeignet wie beispielsweise 
C. elegans. 



15 Bevorzugt ist auch die Verwendung von Expressionsystemen und Vektoren, die offent- 
lich zuganglich oder kommerzieil erhaltich sind. 



Zur Verwendung in E. coli Bakterien sind die typischen vorteilhaften, kommerzieil er- 
haltlichen Fusions- und Expressionsvektoren pGEX [Pharmacia Biotech Inc; Smith, 
20 D.B. and Johnson, K.S. (1988) Gene 67:31-40], pMAL (New England Biolabs, Beverly, 
MA) and pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) welches Glutathion S-transferase bein- 
haltet (GST), Maltose Bindeprotein, oder Protein A, die pTrc-Vektoren (Amann et al., 
(1988) Gene 69:301-315) der M pKK233-2" von CLONTECH, Palo Alto, CA und die 
"pET-, urid die "pBAD w -Vektor-Serien von Stratagene, La Jolla zu nennen. 

25 

Weitere vorteilhafte Vektoren zur Verwendung in Hefe sind pYepSed (Baldari, et al., 
(1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kurjan and Herskowitz, (1982) Cell 30:933-943), 
pJRY88 (Schultz et al., (1987) Gene 54:1 13-123), and pYES-Derivate, pGAPZ- 
Derivate, pPICZ-Derivate sowie die Vektoren des "Pichia Expression Kit" (Invitrogen 
30 Corporation, San Diego, CA). Vektoren fOr die Nutzung in filamentosen Pilzen sind 

beschrieben in: van den Hondel, C.A.M.J.J. & Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems 
and vector development for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics of Fungi, 
J.F. Peberdy, et al., eds., p. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge. 

35 Aitemativ konnen auch vorteilhaft Insektenzellexpressionsvektoren genutzt werden z.B. 
fur die Expression in Sf9, Sf21 oder Hi5 Zellen, welche uber rekombinante Baculoviren 
infiziert werden. Dies sind z.B. die Vektoren der pAc Serie (Smith et al. (1983) Mol. Cell 
Biol. 3:2156-2165) und der pVL series (Lucklow and Summers (1989) Virology 170:31- 
39). Weiterhin genannt seien die Baculovirus Expressionssysteme "MaxBac 2.0 Kit 0 

40 und "Insect Select System" von Invitrogen, Calsbald oder "BacPAK Baculovirus Ex- 
pressionssystem" von CLONTECH, Palo Alto, CA. Insektenzellen eignen sich in be- 
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sonderer Weise zur Oberexpression eukaryontischer Proteine, da sie posttranslationale 
Modifikationen der Proteine durchfuhren, die in Bakterien und Hefen nicht moglich sind. 
Die Handhabung von Insektenzellen in Zellkultur sowie ihre Infektion zur Expression 
von Proteinen sind dem Fachmann bekannt und konnen in Analogie zu bekannten Me- 
5 thoden erfolgen (Luckow und Summers, Bio/Tech. 6, 1988, pp.47-55; Glover and Ha- 
mes (eds) in DNA Cloning 2, A practical Approach, Expression Systems, Second Editi- 
on, Oxford University Press, 1995, 205-244). 



Des weiteren konnen zur Genexpression vorteilhaft Pflanzenzelien oder Algenzellen 
1 0 genutzt werden. Beispiele fQr Pflanzenexpressionsvektoren finden sich wie obenste- 
hend erwahnt in Becker, D., et al. (1992) "New plant binary vectors with selectable 
markers located proximal to the left border", Plant Mol. Biol. 20: 1195-1 197 oder in 
Bevan, M.W. (1984) "Binary Agrobacterium vectors for plant transformation", Nucl. A- 
cid. Res. 12: 8711-8721. 

15 

Weiterhin konnen die erfindungsgemaften Nukleinsauresequenzen in Saugerzellen 
exprimiert werden. Beispiel fur entsprechende Expressionsvektoren sind pCDM8 und 
pMT2PC genannt in: Seed, B. (1987) Nature 329:840 oder Kaufman et al. (1987) EM- 
BO J. 6:187-195). Dabei sind vorzugsweise zu nutzende Promotoren viralen Ursprungs 

20 wie z.B. Promotoren des Polyoma, Adenovirus 2, Cytomegalovirus oder Simian Virus 
40. We'rtere prokaryotische und eukaryotische Expressionssysteme sind genannt in 
Kapitel 16 und 17 in Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2nd, 
ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY, 1989. Weitere vorteilhafte Vektoren werden in Hellens et al. (Trends in 

25 plant science, 5, 2000) beschrieben. 

Samtliche, oben beschriebenen Ausfiihrungsformen der transgenen Organismen wer- 
den unter dem Begriff "erfindungsgema&er transgener Organismus" zusammengefa&t 



30 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von SSP in 
einem Verfahren zur Identifizierung von Testverbindungen mit herbizider Wirkung. 

Bevorzugt umfasst das erfindungsgemafte Verfahren zur Identifizierung von Verbin- 
dungen mit herbizider Wirkung die folgenden Schritte: 

35 

i. Inkontaktbringen von SSP mit einer oder mehreren Testverbindungen unter Be- 
dingungen, die die Bindung der Testverbindung(en) an die SSP erlauben; und 



40 



ii. Nachweis, ob die Testverbindung an die SSP aus i) bindet; oder 
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in. Nachweis, ob die Testverbindung die Aktivitat der SSP aus i) reduziert Oder bio- 
ckiert; Oder 

iv. Nachweis, ob die Testverbindung die Transkription, Translation oder Expression 
5 der SSP reduziert oder blockiert. 



Der Nachweis gemali Schritt (ii) des oben stehenden Verfahrens kann anhand von 
Techniken, welche die Wechselwirkung zwischen Protein und Ligand aufeeigen, erfol- 
gen. Hierbei kann entweder die Testverbindung oder das Enzym eine detektlerbare 
10 Markierung enthalten, wie z.B. eine fluoreszierende, radioisotope, chemilumineszie- 
rende oder enzymatische Markierung. Beispiele fur enzymatische Markierungen sind 
Meerrettich Peroxidase, alkalische Phosphatase oder Luzifierase. Die anschlieliende 
Detektion richtet sich nach der Markierung und ist dem Fachmann bekannt 



15 Hierbei sind insbesondere funf bevorzugte Ausfuhrungsformen zu nennen, die im Zu- 
sammenhang mit der vorliegenden Erfindung auch fur Hochdurchsatzmethoden (High 
Troughput Screening, HTS) geeignet sind: 



1. Clber Fluoreszenz-Koirelations-Spektroskopie (FCS) (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
20 (1994) 1 1 753-1 1 575) laftt sich die durchschnittliche Diffusionsrate eines Fluores- 

zenzmolekuls in Abhangigkeit zur Masse in einem kleinen Probenvolumen 
bestimmen. Durch Messen der MassenSnderung bzw. der daraus resultierenden 
veranderten Diffunsionsrate einer Testverbindung beim Binden an die SSP lalit 
sich FCS zur Bestimmung von Protein-Ligand-Wechselwirkungen einsetzten. Ein 
25 erfindungsgemalies Verfahren kann direkt zur Messung der Bindung einer durch 

ein Fluoreszenzmolekul markierten Testverbindung aufgebaut werden. Alternativ 
kann das erfindungsgemalie Verfahren so konzipiert sein, dass eine durch ein 
Fluoreszenzmolekul markierte chemische Referenzverbindung durch weitere 
Testverbindungen verdrangt wird ("Verdrandungsassay"). Die so identifizierten 
30 Verbindungen konnen als Inhibitoren geeignet sein. 



2. Die Fluoreszenzpolarisation nutzt die Eigenschaft eines mit poiarisiertem Licht 
angeregten ruhenden Fluorophors ebenfalls wieder polarisiertes Licht zu emittie- 
ren. Kann der Fluorophor allerdings wahrend des angeregten Zustands rotieren, 

35 so geht die Polarisation des emittierten Fluoreszenzlichts mehr oder weniger ver- 

loren. Bei sonst gleichen Bedingungen (z.B. Temperatur, Viskositat, Losungsmit- 
tel) ist die Rotation eine Funktion der MolekOlgrolie, womit man uber das Mess- 
signal eine Aussage Qber die GroBe des am Fluorophor gebundenen Rests tref- 
fen kann (Methods in Enzymology 246 (1995), pp. 283-300). Ein erfindungsge- 

40 malies Verfahren kann direkt zur Messung der Bindung einer durch ein Fluores- 

zenzmolekQI markierten Testverbindung an die SSP aufgebaut werden. Alternativ 
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kann das erfindungsgemaBe Verfahren auch in Form des unter 1 beschriebenen 
"Verdrangungsassays" konzipiert sein. Die so identifizierten Verbindungen kon- 
nen als Inhibitoren geeignet sein. 

5 3. Fluoreszenz-Resonanz Energie Tranter* (FRET) basiert auf der strahlungslosen 
Energieubertragung zwischen zwei raumlich benachbarten FluoreszenzmolekO- 
len unter geeigneten Bedingungen. Eine Voraussetzung ist die Oberlappung des 
Emissionsspektrums des DonormolekGIs mit dem Anregungsspektrum des Ak- 
zeptormoIekQIs. Durch Fluoreszenzmarkierung der SSP und den auf Bindung 

10 Tetsverbindung kann mittels FRET die Bindung gemessen werden (Cytometry 

34, 1998, pp. 159-179). Alternate kann das erfindungsgemaRe Verfahren auch in 
Form des unter 1 beschriebenen "Verdrangungsassays" konzipiert sein. Eine be- 
sonders geeignete Ausfuhrungsform der FRET Technologie ist die "Homogenous 
Time Resolved Fluorescence" (HTRF), wie sie von Packard Bioscience vertrie- 

15 ben wird. Die so identifizierten Verbindungen konnen als Inhibitoren geeignet 

sein. 



4. Surface Enhanced-Laser Desorption/lonisation (SELDI) in Kombination mit ei- 
nem Time of Flighf Massenspektrometer (MALDI-TOF) ermoglicht die schnelle 

20 Analyse von Molekulen auf einem Trager und kann zur Analyse von Protein- 

Ligand Wechselwirkungen verwendet werden (Worral et al., (1998) Anal. Bio- 
chem. 70:750-756). In einer bevorzugten Ausfuhrungsform immobilisiert man nun 
die SSP auf einem geeigneten Trager und inkubiert diesen mit der Testverbin- 
dung. Nach einem oder mehreren geeigneten Waschschritten kann man die an 

25 die SSP zusatzlich gebundenen Molekule der Testverbindung mittels der oben 

erwahnten Methodik detektieren und somit an die SSP gebundene Testverbin- 
dungen selektieren. Die so identifizierten Verbindungen konnen als Inhibitoren 
geeignet sein. 

30 5. Die Messung von Oberflachen Plasmonenresonanz basiert auf der Anderung des 
Brechnungsindexes an einer Oberflache beim Binden einer Testverbindung an 
ein auf besagter Oberflache immobilisierten Protein. Da die Anderung des Bre- 
chungsindex fur eine definierte Anderung der Massenkonzentration an der Ober- 
flache quasi fur alle Proteine und Polypeptide identisch ist, kann diese Methode 

35 prinzipiell auf jedes Protein angewendet werden (Lindberg et al. Sensor Actua- 

tors 4 (1983) 299-304; Malmquist Nature 361 (1993) 186-187). Die Messung 
kann beipielsweise mit Hilfe der von Biacore (Freiburg) vertriebenen auf Oberfla- 
chen-Plasmonenresonanz basierenden Analyseautomaten in einem Durchsatz 
von derzeit bis zu 384 Proben pro Tag durchgefuhrt werden. Ein erfindungsge- 

40 maBes Verfahren kann direkt zur Messung der Bindung einer Testverbindung an 

die SSP aufgebaut werden. Alternate kann das erfindungsgema&e Verfahren 
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auch in Form des unter 1 beschriebenen "Verdrangungsassays" konzipiert sein. 
Die so identifizierten Verbindungen konnen als Inhibitoren geeignet sein. 



Samtliche, uber die oben genannten Verfahren identifizierten Substanzen konnen an- 
5 schlieftend in einer anderen AusfOhrungsform des erfindungsgemaften Verfahrens auf 
ihre herbizide Wirkung QberprOft werden. 

Auch besteht die Moglichkeit, uber Aufklarung der dreidimensionalen Struktur der SSP 
mittels Rontgenstrukturanalyse weitere potentielle herbizide Wirkstoffe mittels "Molecu- 

10 lar Modelling" zu detektieren. Die Herstellung von fur die Rontgenstrukturanalyse beno- 
tigten Proteinkristallen sowie die entsprechenden Messungen und anschlielienden 
Auswertungen dieser Messungen, die Detektion einer Bindungstelle im Protein sowie 
die Vorhersage moglicher Inhibitorstrukturen sind dem Fachmann bekannt. Ober "Mo- 
lecular Modelling" ist prinzipiell auch eine Optimierung der uber die oben genannten 

1 5 Verfahren identifizierten Verbindungen mdglich. 

Eine bevorzugte AusfOhrungsform des erfindungsgema&en Verfahrens, das auf den 
Schritten i) und ii) basiert, besteht darin, daft 



20 i. eine SSP in einem erfindungsgema&en, transgenen Organismus exprimiert wird 
Oder ein Organismus, der naturgemafi eine SSP enthalt, kultiviert wird; 



ii. die SSP aus Schritt i) im Zellaufschluss des transgenen bzw. nicht transgenen 
Organismus, in partiell gereinigter Form oder in zur Homogenitat gereinigten 
25 Form mit einer Testverbindung in Kontakt gebracht wird; und 



iii. eine Verbindung selektiert wird, welche die Aktivitat der SSP reduziert oder blo- 
ckiert, wobei die Aktivitat der mit der Testverbindung inkubierten SSP mit der Ak- 
titivtat einer nicht mit einer Testverbindung inkubierten SSP ermittelt wird. 

30 

Die SSP enthaltende Losung kann aus dem Lysat des ursprQnglichen Organismus 
oder des transgenen, mit einer erfindungsgemaBen Expressionskasette transformier- 
ten Organismus bestehen. Falls erforderiich kann die SSP partiell oder vollstandig uber 
gangige Methoden aufgereinigen werden. Eine allgemeine Obersicht uber gangige 
35 Techniken zur Reinigung von Proteinen sind beispielsweise in Ausubel, F.M. et al., 
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley- 
Interscience (1994); ISBN 0-87969-309-6 beschrieben. Bei rekombinanter Darstellung 
kann eine Reinigung des mit einem Affinitats-Tag fusionierten Proteins uber nach dem 
Fachmann bekannten Affinftatschromoatographie erfoigen. 



40 
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Die ftlr In vitro Verfahren benotigte SSP kann somit entweder mittels heterologer Ex- 
pression aus einem erfindungsgemalien, transgenen Organismus Oder aus einem Or- 
ganismus, der eine SSP Aktivitat enthalt, isoliert werden, vorzugsweise aus einer un- 
erwQnschten Pflanze, wobei unter dem Begriff der unerwunschten Pflanze die ein- 
5 gangs erwahnten Spezies zu verstehen sind. 



Zur Identifizierung von herbiziden Verbindungen wird nun die SSP mit einer Testver- 
bindung inkubiert. Nach einer Reaktionszeit wird die Aktivitat der mit der Testverbin- 
dung inkubierten SSP mit der Aktitivtat einer nicht mit einer Testverbindung inkubierten 

10 SSP enmittelt. Bei Inhibition der SSP beobachtet man eine signifikante Abnahme der 
Aktivitat im Vergleich zur Aktivitat des nicht inhibierten erfindungsgemalien Polypepti- 
des, wobei eine Abnahme von mindestens 10%, vorteilhafl mindestens 20%, bevorzugt 
mindestens 30%, besonders bevorzugt urn mindestens 50% bis hin zu einer 100% 
Reduktion (Blockierung) erzielt wird. Bevorzugt mindestens 50% Hemmung bei Kon- 

15 zentrationen der Testverbindung von 1 0" 4 M, bevorzugt bei 1 0" 5 M, besonders bevor- 
zugt von 1 0" 6 M bezogen auf Enzymkonzentration im mikromolaren Bereich. 

Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der SSP kann beispielsweise Qber einen 
Aktivitatstest erfolgen, in welchem die Zunahme des Produktes, die Abnahme des 
20 Substrates (oder Eduktes) Oder uber eine Kombination aus mindestens zwei der vor- 
stehend genannten Parameter in Abhangigkeit einer definierten Zeitspanne bestimmt 
werden. 

Beispieie fur geeignete Substrate sind z.B. Saccharose-6-phosphat oder Nitrophenyl- 
25 verbindungen wie z.B. p-Nitrophenylphosphat, vorzugsweise Saccharose-6-phosphat, 
und fur geeignete Cofaktoren zweiwertige Metalle wie Magnesium oder Mangan, vor- 
zugsweise Magnesium. Gegebenenfalls konnen auch Derivate der vonstehend genann- 
ten Verbindungen verwendet werden, die eine detektierbare Markierung enthalten, wie 
z.B. eine fluoreszierende, radioisotope oder chemilumineszierende Markierung. 

30 

Die fur den Aktivitatstest einzusetzenden Mengen an Substrat konnen zwischen 0.5-10 
mM und Mengen an Cofaktor zwischen 0.1-5 mM bezogen auf 1-100 pg/ml Enzym 
liegen. 

35 Die Bestimmung der Aktivitat kann beispielsweise in Analogie zu dem von Echeverria 
und Salerno (1994; Plant Sci 96, 15) beschriebenen Verfahren oder nach dem von 
Whitaker (1984) Phytochemistry 23, 2429) beschriebenen Verfahren erfolgen. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird der Umsatz eines Substrates 
40 Ober Quantffizierung des bei der Reaktion entstandenden Phosphates mittels Ascorbat- 
Ammoniummolybdat-Reagenzes (Ames (1966), Methods Enzymol. 8, 115) erfolgen 
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angelehnt an ein von Lunn et al. (2000, Prod. Natl. Acad. Sci. USA 97: 12914) 
beschriebendes Verfahren. Es konnen jedoch auch Abwandlungen der von Ames be- 
schrieben Methode zur Phosphatdetektion verwendet werden z.B. das von Chifflet et 
a!. (1988) Analytical Biochemistry 168: 1) beschriebene Verfahren, welche sich beson- 
5 ders fur labile organische Phosphate und in Anwesenheit hoher Proteinkonzentrationen 
eignet, das von Lanzetta et al. (1979, Analytical Biochemistry 100: 95) beschriebene 
Verfahren, welches eine Methode zum Nachweis von Phosphat im Nanomol-Bereich 
umfasst, bei der der entstehende Farbkomplex besonders stabilisiert wird. Ebenfalls 
verwendet werden zur Detektion konnen kommerziell erhaltliche Kits z.B. von Merck 
1 0 (Posphat-Test (PMB) AM Katalognummer .1.111 39.0001 )). 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform kann die Bestimmung der Aktivitat der 
aus Saccharose-6-P freigesetzte Saccharose bestimmt werden. Hierzu kommen z.B. 
optisch-Enzymatische Verfahren in betracht wie z.B. beschrieben bei Sonnewald 
15 (1992, Plant Journal 2: 571) oder chromatographische Methoden mittels HPLC (Bornke 
et al. 2001, J Bacteriol 183: 2425). Der Fachmann kann daruber hinaus auch Verfahren 
zum chemischen Nachweis der entstandenen Saccharose der Literatur entnehmen. 



Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens, das auf den 
20 Schritten i) und iii) basiert, besteht aus den folgenden Schritten: 



i. Herstellung eines erfindungsgemalien transgenen Organismus; 

ii. Aufbringen einer Testverbindung auf den transgenen Organismus nach i) und auf 
25 einen nicht-transgenen Organismus des gleichen Genotyps; 

iii. Bestimmen des Wachstums oder der Oberlebensfahigkeit des transgenen und 
des nicht transgenen Organismus nach der Aufbringung der Testverbindung; und 

30 iv. Selektion von Testverbindungen, die ein vermindertes Wachstum oder einge- 
schrankte Oberlebensfahigkeit des nicht-transgenen Organismus bewirken ver- 
glichen mit dem Wachstum des transgenen Organismus bewirken. 



In diesem Verfahren wird in dem transgenen Organismus gemaR i) das Polypeptid mit 
35 der biologischen Aktivitat einer SSP uberexprimiert Der transgene Organismus weist 
somit gegenQber einer nicht-transgenen Organismus eine erhohte SSP-Aktivitat auf, 
wobei unter erhohter SSP-Aktivtat des transgenen Organismus eine gegenQber dem 
nicht transgenen Organismus der gleichen Gattung um mindestens 10% , bevorzugt 
um mindestens 25%, besonders bevorzugt um mindestens 40%, ganz besonders be- 
40 vorzugt um mindestens 50% hohere Aktivitat zu verstehen ist. 
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Hierbei betragt der Wachstumsunterschied der in Schritt iv) zur Selektion eines Inhibi- 
tors mit herbizider Wirkung mindestens 10%, vorzugsweise 20%, bevorzugt 30%, be- 
sonders bevorzugt 40% und ganz besonders bevorzugt 50%. 



5 Der transgene Organismus ist hierbei eine Pflanze, Alge, ein Cyanobakterien z.B. der 
Gattung Synechocystes, Anabaena, Calothrix, Scytonema, Osciilatoria, Plectonema 
und Nostoc, oder ein Proteobakterium wie etwa Magnetococcus sp. MC1, bevorzugt 
Pflanzen, die sich mittels gangiger Techniken leicht transformieren lassen, wie Arabi- 
dopsis thaliana, Solanum tuberosum, Nicotiana Tabacum, Cyanobakterien die sich 

10 leicht transformieren lassen, wie z.B. Synechocystis, in welchen die fur ein erfindungs- 
gemafte Polypeptid kodierende Sequenz uber Transformation inkorporiert wurde. Die- 
se transgenen Organismen weisen daher eine erhohte Toleranz gegen Verbindungen 
auf, welche das erfindungsgemaBe Polypeptid inhibieren. Hierbei konnen auch "knock- 
ouf-Mutanten verwendet werden konnen bei denen das in diesem Organismus vor- 

1 5 handene analoge SSP-Gen gezielt ausgeschaltet worden ist. 



Die vorstehend genannte Ausfuhrungsform des erfindungsgem§Ren Verfahrens kann 
jedoch auch zur Identifizierung von Substanzen mit wachstumsregulatorischer Wirkung 
verwendet werden. Hierbei wird als transgener Organismus eine Pflanze eingesetzt. 
20 Das Verfahren zur Identifizierung von Substanzen mit wachstumsregulatorischer Wir- 
kung umfasst somit die folgenden Schritte: 



25 



Herstellung einer transgenen Pflanze enthaltend eine erfindungsgemaSe Nuk- 
leinsauresequenz; 

Aufbringen einer Testsubstanz auf die transgene Pflanze nach i) und auf eine 
nicht-transgene Pflanze der gleichen Sorte; 



iii. Bestimmen des Wachstums oder der Oberiebensfahigkeit der transgenen und 
30 der nicht transgenen Pflanze nach dem Aufbringen der Testsubstanz; und 

iv. Selektion von Testsubstanzen, die ein verandertes Wachstum der nicht- 
transgenen Pflanze bewirken verglichen mit dem Wachstum der transgenen 
Pflanze. 

35 

In diesem Verfahren wird in der transgenen Pflanze gemaft i) das Polypeptid mit der 
biologischen Aktivitat einer SSP uberexprimiert Die transgene Pflanze weist somit ge- 
genQber einer nicht-transgenen Pflanze der gleichen Gattung eine erhohte SSP- 
Aktivitat auf, wobei unter erhohter SSP-Aktivtat der transgenen Pflanze eine gegenDber 
40 einer nicht transgenen Pflanze der gleichen Gattung eine urn mindestens 10% , bevor- 
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zugt um mindestens 25%, besonders bevorzugt urn mindestens 40%, ganz besonders 
bevorzugt um mindestens 50% hdhere Aktivitat zu verstehen 1st 



Hierbei werden in Schritt iv) Testverbindungen selektiert, die ein verandertes Wachs- 
5 turn des nicht-transgenen Organismus bewirken verglichen mit dem Wachstum des 
transgenen Organmismus bewirken. Unter verandertem Wachstum ist hierbei eine 
Hemmung des vegetativen Wachstums der Pflanzen zu verstehen, was sich insbeson- 
dere in einer Reduzierung des Langenwachstums auBeren kann. Die behandelten 
Pflanzen weisen demgemaS einen gedrungenen Wuchs auf; auBerdem ist eine dunkle- 

10 re Blattfarbung zu beobachten. Weiterhin ist unter verandertem Wachstum auch eine 
zeitliche Veranderung des Reifeverlaufs, eine Heummung oder Vermehrungen seitli- 
cher Verzweigungen der Pflanzen, eine Verkurzung bzw. Verlangerung der Entwick- 
lungsstadien, eine Erhahung der Standfestigkeit, das Wachstum groBerer Mengen an 
Knospen, Bluten, Blattern, Friichten, Samenkornern, Wurzeln und Knollen, eine Erho- 

15 hung des Zuckergehaltes in Pflanzen wie Zuckerruben, Zuckerrohr sowie ZitrusfrQch- 
ten, des Proteingehaltes in Pflanzen wie Getreide oder Soja oder eine StimuKerung des 
LatexfluB an Gummibaumen zu verstehen. Die Detektion dieses veranderten Wachs- 
tums ist dem Fachmann bekannt 



20 Nach dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen auch mehrere Testverbindungen in 
einem erfindungsgemaBen Verfahren eingesetzt werden. Wenn durch eine Gruppe von 
Testverbindungen eine Beeinflussung des Targets erfolgt, dann ist es entweder mog- 
lich, die einzelnen Testverbindungen direkt zu isolieren oder die Gruppe von Testver- 
bindungen in verschiedene Untergruppen zu teilen, z.B. wenn sie aus einer Vielzahl 

25 von verschiedenen Komponenten besteht, um so die Zahl der verschiedenen Testver- 
bindungen im erfindungsgemaBen Verfahren zu reduzieren. Das erfindungsgemaBe 
Verfahren wiederholt man dann mit der einzelnen Testverbindung oder der entspre- 
chenden Untergruppe von Testverbindungen. Abhangig von der Komplexitat der Probe 
konnen die oben beschriebenen Schritte mehrmals wiederholt werden, vorzugsweise 

30 bis die gemaB der erfindungsgemaBen Methode identifizJerte Untergruppe nur noch 
eine geringe Anzahl von Testverbindungen oder nur noch eine Testverbindung umfaBL 

Alle oben beschriebenen Verfahren fur die IdenWizierung von Inhibitoren mit herbizider 
Wirkung werden im folgenden als "erfindungsgemaBe Verfahren" bezeichnet. 

35 

Samtliche, uber die erfindungsgemaBen Verfahren identifizierten Verbindungen konnen 
anschlieBend auf ihre herbizide Wirkung in vivo Qberpruft werden. Eine Moglichkeit zur 
Prufung der Verbindungen auf herbizide Wirkung ist die Verwendung der Wasserlinse 
Lemna minor in Mikrotiterplatten. Als Parameter konnen Veranderungen des Chloro- 
40 phyllgehalts und die Photosyntheseleistung gemessen werden. Es ist auch moglich, 
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die Verbindung auf unerwGnschte Pflanzen direkt zu applizieren, wobei die herbizide 
Wirkung z.B. uber eingeschranktes Wachstum festgestellt werden kann. 



Das erfindungsgemaRe Verfahren kann auch vorteilhaft in Hochdurchsatzverfahren, 
5 sog. HTS durchgefOhrt werden, welches das parallele Testen einer Vielzahl verschie- 
dener Verbindungen ermoglicht 



Im HTS bietet sich fur die praktische Durchfuhrung die Verwendung von Tragern an, 
die eines oder mehrere der erfindungsgemaBen Nukleinsauremolekule, einen oder 

10 mehrere die erfingungsgemalie Nukleinsauresequenz enthaltenden Vektoren, einen 
oder mehrere transgene Organismen, welche mindestens eine der erfindungsgemaBen 
Nukleinsauresequenzen enthalten oder eines oder mehrere (Poly)peptide codiert uber 
die erfindungsgemafien Nukleinsauresequenzen enthalten. Der verwendete Trager 
kann fest oder flQssig sein, ist bevorzugt fest, besonders bevorzugt eine Mikrotiterplat- 

15 te. Die vorstehend genannten Trager sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Er- 
findung. Gemali der am weit verbreitesten Technik werden 96-well, 384-well und 1536 
well Mikrotiterplatten verwendet, die in der Regel Volumina von 200pl umfassen kon- 
nen. Neben den Mikrotiterplatten sind die weiteren Bestandteile eines HTS-Systems 
passend zu den entsprechenden Mikrotiterplatten wie viele Instrumente, Materialien, 

20 automatische Pipettiervorichtungen, Robotoren, automatisierte Plattenleser sowie Plat- 
tenwascher kommerziell erhaltlich. 

Neben den auf Mikrotiterplatten basierenden HTS-Verfahren konnen auch sogenannte 
"free format assays" oder Testsysteme, die zwischen den Proben keine physischen 
25 Barrieren aufweisen, verwendet werden wie z.B. in Jayaickreme et al. v Proc. Natl. A- 
cad. Sci U.S. A. 19 (1994) 161418; Chelsky, "Strategies for Screening Combinatorial 
Libaries, First Annual Conference of The Society for Biomolecular Screening in Phila- 
delphia, Pa. (Nov. 710, 1995); Salmon et al. f Molecular Diversity 2 (1996), 5763 und 
US 5,976,813. 

30 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Verbindungen mit herbizider Wirkung iden- 
tifiziert nach den erfindungsgemaBen Verfahren. Diese Verbindungen werden im fol- 
genden "selektierte Verbindungen" genannt. Sie weisen ein Molekulargewicht von klei- 
ner als 1000 g/mol, vorteilhaft kleiner 500 g/mol, bevorzugt kleiner400 g/mol, beson- 
35 ders bevorzugt kleiner 300 g/mol. Verbindungen mit herbizider Wirkung weisen einem 
Ki-Wert kleiner 1 mM, bevorzugt kleiner 1 pM, besonders bevorzugt kleiner 0,1 pM 
ganz besonders bevorzugt kleiner 0,01 pM aufweisen. 

Die selektierte Verbindungen konnen natOrlich auch in Form ihrer landwirtschaft 
40 brauchbaren Salze vorliegen. Unter landwirtschaftlich brauchbaren Salzen kommen vor 
allem die Salze deijenigen Kationen oder die Saureadditionssalze derjenigen Sauren in 
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Betracht, deren Kationen beziehungsweise Anionen die herbizide WJrkung der uber die 
erfindungsgemaften Verfahren identifizierten Verbindungen mit herbizider Wirkung 
nicht negativ beeintrachtigen. 



5 Ferner konnen die selektierte Verbindungen sofem sie asymmetrisch substituierte a- 
Kohlenstoffatome enthalten, entweder als Racemate, Enantiomerengemische, reine 
Enantiomere oder, sofem sie chirale Substituenten aufweisen, auch als Diastereome- 
rengemische vorliegen. 

10 Die selektierten Verbindungen konnen chemisch synthetisierte oder mikrobiologisch 
produzierte Stoffe sein und z.B. in Zellextrakten von z.B. Pflanzen, Tieren oder Mikro- 
organismen auftreten. Das Reaktionsgemisch kann ein zellfreier Extrakt sein oder eine 
Zelle oder Zellkultur umfassen. Geeignete Methoden sind dem Fachmann bekannt und 
werden z.B. allgemein beschrieben in Alberts, Molecular Biology the cell, 3 rd Edition 

15 (1994), z.B. Kapitel 17. Die selektierte Verbindungen kbnnen auch aus umfangreichen 
Substanzbibliotheken stammen. 



MSgliche Testverbindungen konnen Expressionsbibliotheken wie z.B. cDNA- 
Expressionsbibliotheken, Peptide, Proteine, Nukleinsauren, Antikorper, kleine organi- 
20 sche Stoffe, Hormone, PNAs oder ahnliches sein (Milner, Nature Medicin 1 (1995), 
879-880; Hupp, Cell. 83 (1995), 237-245; Gibbs, Cell. 79 (1994), 193-198 und darin 
zitierte Referenzen). 



Die selektierte Verbindungen konnen zur Bekampfung von unerwunschtem Pflanzen- 
25 wuchs, unter Umstanden auch zur Defoliation, beispieisweise von Kartoffeln, oder De« 
sikkation, beispieisweise von Baumwolle, sowie als Wachstumsregulatoren verwendet 
werden. Herbizide Zusammensetzungen, welche die selektierten Verbindungen enthal- 
ten, bekampfen Pflanzenwuchs auf Nichtkulturflachen sehr gut In Kulturen wie Wei- 
zen, Reis, Mais, Soja und Baumwolle wirken sie gegen Unkrauter und Schadgraser, 
30 ohne die Kulturpfianzen nennenswert zu schadigen. Dieser Effekt tritt vor allem bei 

niedrigen Aufwandmengen auf. Die selektierten Verbindungen konnen zur Bekampfung 
der oben bereits erwahnten Schadpflanzen ven^endet werden. 

In Abhangigkeit von der jeweiligen Applikationsmethode konnen selektierten Verbin- 
35 dungen bzw. diese enthaltende herbizide Zusammensetzungen vorteilhaft noch in ei- 
ner weiteren Zahl von Kulturpfianzen zur Beseitigung unerwQnschter Pflanzen einge- 
setzt werden. In Betracht kommen beispieisweise folgende Kulturen: 

Allium cepa, Ananas comosus, Arachis hypogaea, Asparagus officinalis, Beta vulgaris 
40 spec, altissima, Beta vulgaris spec, rapa, Brassica napus var. napus, Brassica napus 
var. napobrassica, Brassica rapa var. silvestris, Camellia sinensis, Carthamus tinctori- 
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us, Carya illinoinensis, Citrus limon, Citrus sinensis, Coffea arabica (Coffea canephora, 
Coffea liberica), Cucumis sativus, Cynodon dactylon, Daucus carota, Elaeis guineen- 
sis, Fragaria vesca, Glycine max, Gossypium hirsutum, (Gossypium arboreum, Gossy- 
pium herbaceum, Gossypium vitifolium), Helianthus annuus, Hevea brasiliensis, Hor- 
5 deum vulgare, Humulus lupulus, Ipomoea batatas, Juglans regia, Lens culinaris, Linum 
usitatissimum, Lycopersicon lycopersicum, Malus spec, Manihot esculenta, Medicago 
sativa, Musa spec, Nicotiana tabacum (N.rustica), Olea europaea, Oryza sativa, Pha- 
seolus lunatus, Phaseolus vulgaris, Picea abies, Pinus spec, Pisum sativum, Prunus 
avium, Prunus persica, Pyrus communis, Ribes syiestre, Ricinus communis, Saccha- 
10 rum officinarum, Secale cereale, Solanum tuberosum, Sorghum bicolor (s. vulgare), 
Theobroma cacao, Trifolium pratense, Triticum aestivum, Triticum durum, Vicia faba, 
Vitis vinifera, Zea mays. 



DarQber hinaus konnen die selektierten Verbindungen auch in Kulturen, die durch 
15 Zuchtung einschlie&lich gentechnischer Methoden gegen die Wirkung von Herbiziden 
tolerant sind, verwandt werden. Die Herstellung dieser Kulturen wird weiter unten be- 
schrieben. 



Weiter Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung der oben bereits 
20 erwahnten hert)iziden Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet dass man selek- 
tierten Verbindungen mit geeigneten Hilfsmitteln zu Pflanzenschutzmitteln formuliert 

Die selektierten Verbindungen konnen z.B. in Form von direkt verspruhbaren wassri- 
gen Losurigen, Pulvem, Suspensionen, auch hochprozentigen waftrigen, oligen oder 

25 sonstigen Suspensionen bzw. Suspoemulsionen oder Dispersionen, emulgierbaren 
Konzentraten, Emulsionen, Oldispersionen, Pasten, Staubemitteln, Streumitteln oder 
Granulaten formuliert werden und durch Verspriihen, Vemebeln, Verstauben, 
Verstreuen oder Gielien angewendet werden. Die Anwendungsformen richten sich 
nach den Verwendungszwecken und der Natur der selektierten Verbindungen und soil- 

30 te in jedem Fall moglichst die feinste Verteilung der selektierten Verbindungen gewahr- 
leisten. Die herbiziden Zusammensetzung enthalten eine herbizid wirksame Menge 
mindestens einer selektierten Verbindung und fur die Formulierung von herbiziden Zu- 
sammensetzungen ubliche Hilfsstoffe. 



35 Zur Herstellung von Emulsionen, Pasten oder wassrigen oder olhaltigen Formulierun- 
gen sowie dispergierbaren Konzentraten (DC) konnen die selektierten Verbindungen in 
einem Ol oder Losungsmittel gelost oder dispergiert werden, wobei weitere Formulie- 
rungshilfsstoffe zur Homogenisierung zugesetzt werden konnen. Es konnen aber auch 
aus selektierter Verbindung, gegebenenfalls Losungsmitteln oder Ol sowie optional 

40 weiteren Hilfsmitteln bestehende flussige oder feste Konzentrate hergestellt werden, 
die zur VerdOnnung mit Wasser geeignet sind. Hier zu nennen sind emulgierbare Kon- 
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zentrate (EC, EW), Suspensionen (SC), losliche Konzentrate (SL), djspergierbaren 
Konzentrate (DC), Pasten, Pastillen netzbaren Pulvern oder Granulaten, wobei die 
festen Formulierungen entweder in Wasser loslich (soluble) oder dispergierbar (wet- 
table) sein konnen. Desweiteren konnen entsprechende Pulver bzw. Granulate oder 
5 Tabletten noch mit einem festen, den Abrieb oder eine vorzeitige Wirkstofffreisetzung 
verhinderenden Oberzug ("coating") versehen werden. 



Prinzipiell sind unter dem Begriff "Hilfsmittel" folgende Verbindungsklassen zu verste- 
hen: Antischaumungsmittel, Verdicker, Netzmittel, Haftmittel, Dispergiermittel, Emul- 
10 giermittel, Bakterizide und/oder thixotrophe Agentien. Die Bedeutung der oben genann- 
ten Mittel ist dem Fachmann bekannt. 

SLs, EWs und ECs konnen durch einfaches Mischen der entsprechenden Inhaltsstoife 
hergestellt werden, Pulver uber Mischen oder Vermahlen in speziellen Muhlentypen 

15 (z.Bsp. Hammermuhlen). DC, SCs und SEs werden ublicherweise uber NaRvermah- 
lung ("wet milling") hergestellt, wobei ein SE aus einem SC durch Zugabe einer organi- 
schen Phase, die weitere Hilfsmittel oder selektierte Verbindungen enthalten kann, 
hergestellt werden kann. Die Herstellung ist bekannt. Pulver-, Streu- und Staubemittel 
konnen vorteilhaft durch Mischen oder gemeinsames Vermahlen der wirksamen Sub- 

20 stanzen mit einem festen Tragerstoff hergestellt werden. Granulate, z.B. UmhQIIungs-, 
Impragnierungs- und Homogengranulate kdnnen durch Bindung der selektierten Ver- 
bindungen an feste Tragerstoffe hergestellt werden. Weitere Details der Herstellung 
sind dem Fachmann bekannt, und z.Bsp. in folgenden Schriften aufgefOhrt: US 
3,060,084, EP-A 707445 (furflQssige Konzentrate), Browning, "Agglomeration", Che- 

25 mical Engineering, Dec. 4, 1967, 147-48, Perry's Chemical Engineer's Handbook, 4th 
Ed., McGraw-Hili, New York, 1963, pages 8-57 und ff. WO 91/13546, US 4,172,714, 
US 4J44,050, US 3,920,442, US 5,180,587, US 5,232,701, US 5,208,030, 
GB 2,095,558, US 3,299,566, Klingman, Weed Control as a Science, John Wiley and 
Sons, Inc., New York, 1961, Hance et ah, Weed Control Handbook, 8th Ed., Blackwell 

30 Scientific Publications, Oxford, 1989 und Mollet, H., Grubemann, A., Formulation tech- 
nology, Wiley VCH Verlag GmbH, Weinheim (Federal Republic of Germany), 2001. 

Inerte flussige und/oder feste Tragerstoffe geeignet fur die erfindungsgemalien Formu- 
lierungen sind dem Fachman in einer Vielzahl bekannt, wie z.Bsp. flQssige Zusatzstoffe 

35 wie Mineralolfraktionen von mittlerem bis hohem Siedepunkt, wie Kerosin oder Diesel- 
61, ferner Kohlenteerole sowie Ole pflanzlichen oder tierischen Ursprungs, aliphatische, 
cyclische und aromatische Kohlenwasserstoffe, z.B. Paraffin, Tetrahydronaphthalin, 
alkylierte Naphthaline oder deren Derivate, alkylierte Benzole oder deren Derivate, 
Alkohole wie Methanol, Ethanol, Propanol, Butanol, Cyclohexanol, Ketone wie Cyclo- 

40 hexanon oder stark polare Losungsmittel, z.B. Amine wie N-Methylpyrrolidon oder 
Wasser. 
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Feste Tragerstoffe sind beispielsweise Mineralerden wie Kieselsauren, Kieselgele, Sili- 
kate, Talkum, Kaolin, Kalkstein, Kalk, Kreide, Bolus, Loft, Ton, Dolomit, Diatomeener- 
de, Calcium- und Magnesiumsulfat, Magnesiumoxid, gemahlene Kunststoffe, Dunge- 
5 mittel, wie Ammoniumsulfat, Ammoniumphosphat, Ammoniumnitrat, Hamstoffe und 
pflanzliche Produkte wie Getreidemehl, Baumrinden-, Holz- und Nu&schalenmehl, Cel- 
lulosepulver oder andere feste Tragerstoffe. 

Oberflachenaktive Stoffe (Tenside) geeignetfur die erfindungsgema&en Formulierun- 
10 gen sind dem Fachman in einer Vielzahl bekannt, wie z.Bsp. Alkali-, Erdalkali-, Ammo- 
niumsalze von aromatischen Sulfonsauren, z.B. Lignin-, Phenol-, Naphthalin- und 
Dibutylnaphthalinsulfonsaure, sowie von Fettsauren, Alkyl- und Alkylarylsulfonaten, 
Alkyl-, Laurylether- und Fettatkoholsulfaten, sowie Salze sulfatierter Hexa-, Hepta- und 
Octadecanolen sowie von Fettalkoholglykolether, Kondensationsprodukte von 
15 sulfoniertem Naphthalin und seiner Derivate mit Formaldehyd, Kondensationsprodukte 
des Naphthalins bzw. der Naphthalinsulfonsauren mit Phenol und Formaldehyd, 
Polyoxyethylenoctylphenolether, ethoxyliertes Isooctyl-, Octyl- oder Nonylphenol, 
Alkylpheny!-, Tributylphenylpolyglykolether, Alkylarylpolyetheralkohole, 
Isotridecylalkohol, Fettalkoholethylenoxid-Kondensate, ethoxyliertes Rizinusol, 
20 Polyoxyethylenalkylether oder Polyoxypropylenalkylether, 

Laurylalkoholpolyglykoletheracetat, Sorbitester, Lignin-Sulfitablaugen oder 
Methylcellulose. 

Die Applikation der herbiziden Zusammensetzungen bzw. der selektierten Verbindun- 
gen kann im Vorauflauf- oder im Nachauflaufverfahren erfolgen. Sind die selektierten 

25 Verbindungen fur gewisse Kulturpflanzen weniger vertraglich, so konnen Ausbrin- 
gungstechniken angewandt werden, bei welchen die selektierten Verbindungen mit 
Hilfe der Spritzgerate so gespritzt werden, daft die Blatter der empfindlichen Kultur- 
pflanzen nach Moglichkeit nicht getroffen werden, wahrend die selektierten Verbindun- 
gen auf die Blatter darunter wachsender unenwunschter Pflanzen oder die unbedeckte 

30 Bodenflache gelangen (post-directed, lay-by). 

Die Aufwandmengen an selektierten Verbindungen betragen je nach Bekampfungsziel, 
Jahreszeit, Zielpflanzen und Wachstumsstadium 0.001 bis 3.0, vorzugsweise 0.01 bis 
1.0 kg/ha. 

35 

Die Bereitstellung des herbiziden Targets ermoglicht weiterhin ein Verfahren zur Identi- 
fizierung eines Proteins mit der biologischen Aktivitat einer SSP, welches nicht oder 
nur eingeschrankt durch ein Herbizid, welches als Wirkort die SSP hat, z.B. die herbi- 
zid wirkenden selektierten Verbindungen, gehemmt wird. Im folgenden wird ein sich 
40 derart von der SSP unterscheidendes Protein als SSP-Variante bezeichnet, welches 
durch eine Nukleinsauresequenz codiert wird, welche 
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i) fur ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Saccharose-6-Phosphat 
Phosphatase kodieren, welche durch nach den oben genannten Verfahren ermit- 
telte Substanzen mit herbizider Wirkung, welche SSP inhibieren, nicht inhibiert 

5 wird; 

ii) durch ein funktionelles Aquivalent der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit 
einer Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:1; Oder ein funktionelles 
Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer Identitat von min- 

1 0 destens 55% zu der SEQ ID NO:3; oder funktionelle Aquivalente der Nukleinsau- 

resequenz SEQ ID NO:5 mit einer Identitat von mindestens 51% zu der SEQ ID 
NO:5 kodiert werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform besteht das oben genannte Verfahren zur Er- 
15 zeugung von NukleinsSuresequenzen codierend fur SSP-Varianten von Nukleinsaure- 
sequenzen umfassen aus folgenden Schritten: 

a) Expression der von den oben genannten Nukleinsauren kodierten Proteine in 
einem heterologen System oder in einem zeltfreien System; 



20 



25 



b) Randomisierte oder gerichtete Mutagenese des Proteins durch Modifikation der 
Nukleinsaure; 

c) Messung der Interaktion des veranderten Genprodukts mit dem Herbizid; 

d) Identifizierung von Derivaten des Proteins die eine geringere Interaktion autwei- 
sen; 



e) Testung der biologischen Aktivitat des Proteins nach Applikation des Herbizides; 

30 

f) Auswahl der Nukleinsauresequenzen, die eine veranderte biologische Aktivitat 
gegenuber dem Herbizid aufweisen. 



35 Die funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO:1 gemaB ii) weisen eine Homologie mit 
der SEQ ID No:1 von mindestens 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 
64%, 65%, 66%, 67%, 68% vorzugsweise mindestens 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 
74% vorzugsweise mindestens 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83% 
bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93% 

40 besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% aui 
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Die funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO:3 gemaft ii) weisen eine Homologie mit 
der SEQ ID No:3 von mindestens 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 
64%, 65%, 66%, 67%, 68% vorzugsweise mindestens 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 
74% vorzugsweise mindestens 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83% 
5 bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93% 
besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% auf. 

Die funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO:5 gemaB ii) weisen eine Homologie mit 
der SEQ ID No:5 von mindestens 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 
10 60%, 61%, 62% vorzugsweise mindestens 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 
70%, 71%, 72%, 73%, 74% vorzugsweise mindestens 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 
80%, 81%, 82%, 83% bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 
90%, 91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 
99% auf. 



15 



20 



Die nach dem oben beschriebenen Verfahren nach ausgewahlten Sequenzen werden 
vorteilhaft in einen Organismus eingebracht Deshalb ist ein weiterer Erfindungsge- 
genstand ein nach diesem Verfahren hergestellter Organismus. Bevorzugt ist der Or- 
ganismus eine Pflanze, besonders bevorzugt eine der oben definierten Kulturpflanzen. 

AnschlieBend erfolgt die Regeneration ganzer Pflanzen und Oberprufung der Resis- 
tenz gegenuber der selektierten Verbindung in intakten Pflanzen. 



Veranderte Proteine und/oder Nukleinsauren, die in Pflanzen Resistenz gegen die se- 
25 lektierten Verbindungen vermitteln konnen, konnen aus den oben genannten Nuklein- 
sSuresequenzen auch Ober die sogenannte "site directed mutagenesis" hergestellt 
werden, durch diese Mutagenese kann beispielsweise die Stabilitat und/oder Aktivitat 
des Target Proteins oder die Eigenschaften wie Bindung und Wirkung der oben ge- 
nannten erfindungsgemaBen Inhibitoren sehr gezielt verbessern bzw. verandert wer- 
30 den. 



Beispielsweise wurde von Zhu et al. (Nature Biotech., Vol. 18, May 2000: 555 - 558) 
eine "site directed mutagenesis n -Methode in Pflanzen beschrieben, die vorteilhaft ver- 
wendet werden kann. 

Weiterhin konnen Veranderungen uber die von Spee et al. (Nucleic Acids Research, 
Vol. 21, No. 3, 1993: 777- 78) beschriebenen PCR-Methode unter Verwendung von 
dITP zur zufalligen Mutagenese erzielt werden oder durch die von Rellos et al. (Protein 
Expr. Purif., 5, 1994 : 270-277) weiter verbessert Methode. 
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Eine weitere Moglichkeit zur Herstellung dieser veranderten Proteine und/oder von 
Nukleinsauren ist eine von Sternmer et al. (Proa Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 91, 1994: 
10747-10751) beschriebene "in vitro" Rekombinationstechnik fQr die molekulare Evolu- 
tion Oder die von Moore et al. (Nature Biotechnology Vol. 14, 1996: 458-467) beschrie- 
5 bene Kombination der PGR- und Rekombinationsmethode. 



Ein weiterer Weg zur Mutagenese von Proteinen wird von Greener et al. in Methods in 
Molecular Biology (Vol. 57, 1996: 375-385) beschrieben. In EP-A-0 909 821 wird eine 
Methode zur Veranderung von Proteinen unter Verwendung des Mikroorganismus E. 

10 coli XL-1 Red beschrieben. Dieser Mikroorganismus erzeugt bei der Replikation Mutan- 
tionen in den eingefQhrten Nukleinsauren und fOhrt so zu einer Veranderung der gene- 
tischen Information. Ober Isolierung der veranderten Nukleinsauren bzw. der verander- 
ten Proteine und Testung auf Resistenz lassen sich leicht vorteilhafte Nukleinsauren 
und die durch sie kodierten Proteine identifizieren. Diese konnen dann nach Einbringen 

15 in Pflanzen dort die Resistenz auspragen und so zur Resistenz gegen die Herbizide 
filhren. 



Weitere Methoden der Mutagenese und Selektion sind beispielsweise Methoden wie 
die in vivo Mutagenese von Samen oder Pollen und Selektion resistenter Allele in An- 

20 wesenheit der erfindungsgemalien Inhibitoren, gefolgt von genetischer und molekula- 
rer Identifizierung des veranderten, resistenten Allels. Weiterhin die Mutagenese und 
Selektion von Resistenzen in der Zellkultur durch Vermehrung der Kultur 
in Anwesenheit von sukzessiv steigenden Konzentrationen der erfindungsgemalien 
Inhibitoren. Dabei kann die Erhohurig der spontanten Mutationsrate durch chemi- 

25 sche/physikalische mutagene Behandlung ausgenutzt werden. Wie vorgehend be- 
schrieben lassen sich auch mit Mikroorgansimen, die eine endogene oder rekombinan- 
te Aktivitat der durch die im erfindungsgemalien Verfahren verwendeten Nukleinsauren 
codierten Proteine haben, und die gegenuber den erfindungsgemali identifizierten In- 
hibitoren sensitiv sind, veranderte Gene isolieren. Die Anzucht der Mikroorganismen 

30 auf Medien mit steigenden Konzentration von erfindungsgemalien Inhibitoren erlaubt 
die Selektion und Evolution von resistenten Varianten der erfindungsgemalien Targets. 
Die Frequenz der Mutationen kann wiederum durch mutagene Behandlungen erhoht 
werden. 

35 Daneben stehen Verfahren zur gezielten Veranderungen von Nukleinsauren zur Verfu- 
gung (Zhu et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 96, 8768 - 8773 und Beethem et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol 96, 8774 - 8778). Diese Methoden ermoglichen es, in 
den Proteinen solche Aminosauren, die ftir die Bindung von Inhibitoren von Bedeutung 
sind, durch funktionell analoge Aminosauren zu ersetzen, die jedoch die Bindung des 

40 Inhibitors verhindern. 
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Ein weiterer Erfindungsgegenstand ist deshalb ein Verfahren zur Erstellung von Nuk- 
leinsauresequenzen, welche fur Genprodukte kodieren, die eine veranderte biologische 
Aktivitat aufweisen, wobei die biologische Aktivitat dahingegen verandert wurde, dali 
eine erhdhte Aktivitat vorliegt. Unter erhohter Aktivitat ist eine gegenflber dem Aus- 
gangsorganismus bzw. gegenuber dem Ausgangsgenprodukt um mindestens 10% , 
bevorzugt um mindestens 30%, besonders bevorzugt um mindestens 50%, ganz be- 
sonders bevorzugt um mindestens 100% hohere Aktivitat zu verstehen. Weiterhin kann 
die biologische Aktivitat dahingegen verandert worden sein, dali die erfindungsgema- 
Ben Substanzen und/oder Mittel nicht mehr oder nicht mehr richtig an die Nukleinsau- 
resequenzen und/oder die durch sie kodierten Genprodukte binden. Unter nicht mehr 
oder nicht mehr richtig ist im Sinne der Erfindung zu verstehen, dafi die Substanzen 
um mindestens 30%, bevorzugt mindestens 50%, besonders bevorzugt um mindestens 
70%, ganz besonders bevorzugt um mindestens 80% oder gar nicht mehr an die ver- 
anderten Nukleinsauren und/oder Genprodukte im Vergleich zum Ausgangsgenprodukt 
oder den Ausgangsnukleinsauren binden. 

Noch ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft deshalb eine transgene Pflanze, welche 
mit einer Nukleinsauresequenz, welche fOr ein Genprodukt kodiert, das eine veranderte 
biologische Aktivitat aulweist, oder mit einer Nukleinsauresequenz codierend fur eine 
SSP-Variante transformiert wurde. Verfahren zur Transformation sind dem Fachmann 
bekannt und beispielhaft weiter oben ausgefuhrt. 

Genetisch veranderten transgene Pflanzen, die gegen die nach den erfindungsgema- 
Ben Verfahren gefundenen Substanzen und/oder Mittel enthaltend diese Substanzen 
resistent sind, konnen auch durch Transformation gefolgt von Oberexpression einer 
erfindungsgemalien Nukleinsauresequenz erzeugt werden. Deshalb ist ein weiterer 
Erfindungsgegenstand ein Verfahren zur Erzeugung transgener Pflanzen, die gegen 
Substanzen, die nach einem erfindungsgemafcen Verfahren gefunden wurden, resis- 
tent sind, dadurch gekennzeichnet, dafi in diesen Pflanzen Nukleinsauren codierend 
fQr eine SSP Variante Oberexprimiert werden. Ein ahniiches Verfahren wird beispielhaft 
in Lermantova et al., Plant Physiol., 122, 2000: 75 - 83 beschrieben. 

Die oben beschriebenen erfindungsgemalien Verfahren zur Erzeugung resistenter 
Pflanzen ermoglichen die Entwicklung neuer Herbizide, die eine moglichst umfassende 
Pflanzenspezies unabhangige Wirkung aufweisen (sog. Totalherbizide), in Kombination 
mit der Entwicklung von gegenuber dem Totalherbizid resistenten Nutzpflanzen. Ge- 
genOber Totalherbiziden resistente Nutzpflanzen sind bereits verschiedentlich be- 
schrieben worden. Dabei konnen mehrere Prinzipien zur Erzielung einer Resistenz 
unterschieden werden: 



40 
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a) Resistenzerzeugung in einer Pflanze uber Mutationsverfahren.oder gentechni- 
sche Verfahren, indem das als Zielort fur das Herbizid dienende Protein deutlich 
uberproduziert wird und indem auf Grund des groBen Oberschusses des als 
Zielort fur das Herbizid dienende Protein, die von diesem Protein in der Zelle 
5 ausgeubte Funktion auch nach Applikation des Herbizides beibehalten wird. 



b) Veranderung der Pflanze dahingehend, daB eine modifizierte Version des als 
Zielort des Herbizid fungierenden Proteins eingefuhrt wird und daB das neu ein- 
gefuhrte modifizierte Protein vom Herbizid nicht in seiner Funktion beeintrachtigt 
10 wird. 



c) Veranderung der Pflanze dahingehend, daB ein neues Protein/ eine neue RNA 
eingefuhrt wird welches dadurch gekennzeichnet ist, daB die fur die herbizide 
Wirkung der niedermolekularen Substanz verantwortliche chemische Struktur des 
15 Proteins oder der Nukleinsaure wie der RNA Oder der DNA so verandert wird, 

daB durch die veranderte Struktur keine herbizide Wirkung mehr entfaltet werden 
kann, daB heiBt die Interaktion des Herbizids mit dem Zielort nicht mehr erfoigen 
kann. 



20 d) das die Funktion des Targets durch ein neues in die Pflanze eingebrachtes Gen 
ersetzt wird, und so ein sogenannter "alternativer Pathway" geschaffen wird. 

e) Das die Funktion des Targets durch ein anderes in der Pflanze vorhandenes Gen 
bzw. dessen Genprodukt ubemommen wird. 

25 

Dem Fachmann sind alternative Verfahren zur Identifizierung von den homologen Nuk- 
leinsauren beispielsweise in anderen Pflanzen mit ahnlichen Sequenzen wie bei- 
spielsweise unter Verwendung von Transposons, bekannt Gegenstand dieser Erfin- 
dung ist daher auch die Verwendung von alternativen Insertionsmutageneseverfahren 
30 zur Insertion von fremder Nukleinsauren in die Nukleinsauresequenzen SEQ ID NO:1, 
SEQ ID NO:3 oder SEQ ID NO:5 in von diesen Sequenzen aufgrund des genetischen 
Codes abgeleitete Sequenzen und/oder deren Derivate in anderen Pflanzen. 

Die Herstellung der transgenen Pflanzen erfolgt mit einer der oben beschrieben Aus- 
35 fOhrungsformen der erfindungsgemaBen Expressionskassette nach ebenfalls oben 
beschriebenen gangigen Transformationsmethoden. 

Die Wirksamkeit der Expression der transgen exprimierten SSP kann beispielsweise in 
vitro durch SproBmeristemvermehrung oder durch einen Keimungstest ermittelt wer- 
40 den. Zudem kann eine in Art und Hohe veranderte Expression des SSP Gens und de- 
ren Auswirkung auf die Resistenz gegenQber Hemmstoffen der SSP an Testpflanzen in 
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Gewachshausversuchen getestet werden. 



Die Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele weiter veranschaulicht, die nicht 
5 als beschrankend aufgefaftt werden sollten. 

Allgemeine DNA-Manipulations- und Klonierungsverfahren 

Klonierungsverfahren wie z.B. Restriktionsspaltungen, Agarose-Gelelektrophorese, 
10 Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nukleinsauren auf Nitrozellulose und 
Nylon Membranen, VerknGpfen von DNA-Fragmenten, Transformation von Escherichia 
coli Zellen, Anzucht von Bakterien und Sequenzanalyse rekombinanter DNA wurden 
wie bei Sambrook et al. (1989) (Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969- 
309-6) und Ausubel, F.M. et ah, Current Protocols in Molecular Biology, Greene 
15 Publishing Assoc. and Wiley-lnterscience (1994); ISBN 0-87969-309-6 beschrieben 
durchgefuhrt. 

Pflanzenmolekularbiologische Standardverfahren sowie Pflanzentransformationsver- 
fahren sind beschrieben in Schultz et al., Plant Molecular Biology Manual, Kluwer Aca- 
20 demic Publishers (1 998), Reither et al., Methods in Arabidopsis Research, World 

svcientific press (1992) und Arabidopsis: A Laboratory Manual (2001), ISBN 0-87969- 
573-0. 

Die im folgenden verwendeten Bakterienstamme (E. coli DH5a, XL-1 blue, BL21DE(3), 
25 JM 109) wurden von Stratagene, BRL Gibco oder Invitrogen, Carlsberg, CA bezogen. 
Zur Klonierung wurden die Vektoren pCR-Blunt (Invitrogen) und pUC 18 der Firma 
Amersham Pharmacia (Freiburg), pBinAR (Hofgen und Willmitzer, Plant Science 66, 
1990, 221-230), pCR und pQE-9 (Qiagen, Hilden) verwendet. 

30 Beispiel 1 - Klonierung von SSP kodierenden Sequenzen aus Solanaceaen 

Zur Ableitung von fur SSP kodierende DNA Sequenzen wurde mit Hilfe des BLAST 
Algorhythmus (Altschul et al. 1990, J. Mol. Biol. 215, pp. 403-410) und der Proteinse- 
quenz der SSP1 aus Arabidopsis thaliana (Acc. Nr. AF283565) die 6-Frame Translati- 

35 on der EST Datenbank (Genbank) durchmustert. Dabei wurden mehrere signifikante 
Treffer, unter anderem aus Tomate (Lycopersicon esculentum) und Kartoffel (Solanum 
tuberosum), identifiziert. Die Hits der ersten Runde wurden fur weitere Datenbanksu- 
chen nach obigem Modus eingesetzt bis der gesamte kodierende Bereich einer poten- 
tiellen SSP durch uberlappende Tomaten bzw. Kartoffel ESTs abgedeckt wurde. Von 

40 der so erhaltenen Sequenziformation wurden die Primer 
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FB 223 5'-ATG GAT CAG CTA ACC AGTCGCC GCA C-3' (SEQ ID,NO:8) 

FB 224 5-CTA AAA GAA CCA GGA CGC GGA GTC ACT-3' (SEQ ID NO:9) 

5 abgeleitet, welche den gesamten kodierenden Bereich flankieren. 

Diese Primer wurden in einer Standard-PCR-Reaktion zB. nach T. Maniatis, E.F. 
Fritsch und J. Sambrook, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring Har- 
bor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) eingesetzt urn SSP kodierende Se- 
quenzen aus cDNA-Banken aus Tabak und Kartoffel (hergestellt nach Standardmetho- 
1 0 den Qber den lambda-ZAP-Kit von Stratagene) zu isolieren. Dabei konnten zwei unter- 
schiedliche Klone aus der Tabak cDNA Bank (SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3) und ein 
Klon aus der cDNA-Bank aus Kartoffel (SEQ ID NO:5) isoliert werden. Der Kartoffel- 
klon wurde durch RACE PCR komplettiert (hergestellt nach Standardmethoden Qber 
den Clontech "SmartTM RACE cDNA Amplification Kit"). 



15 



Beispiel 2 - Erzeugung des Plasmids pBinNtSSP-RNAi 



Die in wVo-Bedeutung der Saccharose 6-Phosphatase Aktivitat (SSP-Aktivitat) wurde 
durch gezielte Suppression der SSP Genexpression in transgenen Pflanzen analysiert. 
20 Zur Erstellung eines hierfQr geeigneten Konstruktes basierend auf der SEQ ID NO:1 
wurde zunachst das erste Intron der GA20-Oxidase aus Solanum tuberosum 
(S1GA20oxlN, SEQ ID NO:7) unter Verwendung der Primer 

GAIN-1 5'-CCT GCA GGC TCG AGA CTA GTA GAT CTG GTA CGG ACC GTA CTA 
25 CTC TA-3' (SEQ ID NO:1 0) und 



GAIN-2 (5'-CCT GCA GGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CTA TAT AAT TTA AGT 
GGA AAA-3') (SEQ ID NO: 1 1 ) 

30 Qber PCR nach Standardtbedingungen (z.B. nach T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. 

Sambrook, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, NY (1989)) amplifiziert, so dass am 5'Ende die Schnittstellen 
Pstl/Sbf1-Xhol-Spel-Bglll sowie am 3'Ende die Schnittstellen BamHI-Xbal-Sall- 
Pstl/Sbfl angefOgt wurden. Das erhaltene PCR-Fragment wurde in einen pCR-Blunt 

35 Vektor subkloniert (pCR-Blunt-GA20) und nach einem Stul-Verdau „Blunt-end" des 
pCR-Blunt-GA20 in einen pUC18 Vektor ligiert, der vorher durch einen EcoRI/Hindlll- 
Verdau geoffnet und durch PFU-Po!ymerase gemaft Herstellerangaben? aufgefQIlt 
wurde. Der so erhaltene Vektor pUC-RNAi wurde als Template in einer PCR nach 
Standardtbedingungen (z.B. nach T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, "Molecu- 

40 lar Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 
NY (1989)) unter Verwendung der Primer 
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FB228 5-GGA TCC ATG GAT CAG CTA ACC AGT GCC -3' (SEQ ID NO: 12) und 
FB229 5-GTC GAC TAC CAT TAC ACC ATA ACA CAT C -3' (SEQ ID NO: 13) 

5 

eingesetzt, wobei eln mlt endstandigen BamHI/Sall Restriktionsschnittstellen versehe- 
nes 660 bp Fragment der SEQ ID NO:1 (bp 1-660) amplifiziert wurde. Das amplinzierte 
Fragment (NtSSP2) wurde zunachst in antisense-Orientierung (a) in den Bglll/Xhol 
geofmeten pUC-RNAi kloniert (ergibt Vektor pUC-RNAi-aNtSSP2). AnschlieBend wur- 
de das gleiche Fragment uber BamHI/Sall in sense Orientierung in den Vektor pUC- 
RNAi-aNtSSP2 kloniert (ergibt Vektor pl)C-RNAi-aNtSSP2-SfGA20oxlN-sNtSSP2). Die 
hierbei entstandene Kassette wurde Ober Pstl aus dem Vektor pUC-RNAi-aNtSSP2- 
SfGA20oxlN-sNtSSP2 in einen Sbfl geschnittenen BinAR ligiert, wodurch das Plasmid 
pBinNtSSP-RNAi erhalten wurde. 

Beispiel 3 - Transformation und Analyse von Tabakpflanzen 

Das Konstrukt pBinNtSSP-RNAi wurde nach Deblaere et at. (Nucl. Acids. Res. 
13(1984), 4777-4788) in den Agrobacterium tumefaciens Stamm C58C1:pGV2260 
transformiert und unter Streptomycin/Spectinomycin-Selektion inkubiert Zur Transfor- 
mation von Tabakpflanzen der Sorte Nlcotiana tabacum cv. Samsun NN mit dem Kon- 
strukt pBinNtSSP-RNAi wurde eine in YEB-Medium (5g/l beef extract, 1g/l yeast 
extract, 5g/l peptone, 5g/l sucrose, pH 7,2) auf OD 60 o = 0.8-1.6 verdunnte Obemacht- 
kultur einer positiv transformierten Agrobakterienkolonie benutzt. Nach 5-10 Minuten 
Inkubation steriler Blattscheiben der Pflanzen (zu je ca. 1 cm 2 ) in einer Petrischale mit 
der auf ODebo = 0.8-1 .6 verdunnte Gbernachtkultur der Agrobakterien folgte eine 2- 
tagige Inkubation in Dunkelhe'rt bei 25°C auf Murashige-Skoog Medium (nach Murashi- 
ge-Skoog, Physiol. Plant. 15(1962), 473) mit 2% Saccharose (2MS-Medium) mit 0,8 % 
Bacto-Agar). Im Arischluli wurde die Kultivierung fur/Gber einen Zeitraum von mehre- 
ren Wochen mit 16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkelheit weitergefQhrt. Die Blattschei- 
ben/Calli wurden wochentlich auf frisches MS-Medium mit 500mg/l Claforan (Cefotaxi- 
me-Natrium), 50mg/l Kanamycin, 1mg/l Benzylaminopurin (BAP), 0,2mg/l Naphtyles- 
sigsaure und 1,6g/l Glukose umgesetzt. Wachsende Sprossen wurden auf MS-Medium 
mit 2% Saccharose, 250 mg/l Claforan und 0,8 % Bacto-Agar uberfOhrt und im 
Anschluli auf 2MS-Medium mit Kanamycin und Claforan selektiert. Die auf diese Weise 
erhaltenen transgenen Pflanzen wurden in Erde gesetzt und fOr 2-20 Wochen im Ge- 
wachshaus auf die Auspragung von Phanotypen beobachtet. Dabei stellte sich heraus, 
dass die transgenen Pflanzen deutliche Wachstumsretardierungen, chlorotische Blatter 
und vereinzelt Nekrosen aufwiesen. Durch halbquantitative PCR konnte gezeigt wer- 
den, das in Pflanzen mit diesen Phanotypen in unterschiedlichem Mass die Expression 
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der SSP unterdrQckt war, wodurch der Zusammenhang zwischen Pflanzenwachstum 
und SSP-Expression gezeigt wurde. 

20|jg Gesamt-RNA von ausgewahlten Linien (Linien 10, 16, 18, 31) sowie von einer 
5 nicht-transgenen Kontrollen (WT) wurde zunachst mit DNase (BShringer Mannheim) 
bei 37°C fur 45 min verdaut und diese anschliessend fQr 10 min bei 65°C inhibiert. 
Nach Phenol/Choroform/lsoamylalkohol (25:24:1) Behandlung wurde die RNA mit Nat- 
riumacetat gefallt, mit 70% Ethanol gewaschen und in 100ul DEPC-behandeltem H20 
gelost Die cDNA Erststrangsynthese wurde in einem Ansatz mit 12,5ul DNase behan- 

10 delter RNA 5ul 5x Reaktions-Puffer, 2pl dNTPs (2,5 mM), 1 pi Oligo dT Primer (50 mM, 
dT[30]V[G/C/A]) und 2,5pl DEPC-behandeltem H z O nach Inkubation fOr 5 min bei 
65°C, dann fOr 5 min bei 37°C schliesslich nach Zugabe von 1ul Reverser Transkripta- 
se (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase, Rnase H Minus, M-MLV 
[H-], Promega) und 1pl RNAse-lnhibitor bei 37°C (60 min) durchgefQhit Nach Hitzein- 

15 aktivierung fQr 5 min bei 95°C wurde die cDNA als Matrize fQr die anschliessende PCR 
eingesetzt. NtSSP cDNA wurde mit dem 5' Primer 

CS36 (5*-GTT AGT GTT CTC AAC TGG GAG ATC ACC-3') (SEQ ID NO:14) 
20 und dem 3' Primer 

CS37 (5*-CCC ATT TCT TGA AAC TCA CTA ACC ATG A-3'), (SEQ ID NO:15) 
der interne Standard Actin wurde mit dem Primerpaar 

25 

D 2 0 2 (5'-ATG GCA GAC GGT GAG GAT ATT CA-3') (SEQ ID NO:16) 
Und 



30 D203 (5'-GCC TTT GCA ATC CAC ATC TGT TG-3') (SEQ ID NO: 1 7) 

amplifiziert (wie AC1 und AC2, Romeis et al. 2001, EMBO J 20: 5556). Die PCR- 
Ansatze (Gesamtvolumen 100pl) setzten sich wie folgt zusammen: 70ul H 2 0, 5pl CS36 
5'Primer (5uM), 5pl 3' Primer CS37 (5uM), 8ul dNTPs (2,5 mM), 10pl 10x Reaktions- 

35 Puffer, 1pl cDNA und 5 U rTaq DNA Polymerase (Takara Shouzo, Japan). Vor Beginn 
der Amplifikationszykien wurden die Ansatze fQr 5 min auf 95°C erhitzt. Die Polymeri- 
sierungsschritte wurden in einem automatischen T3-Thermocycler (Biometra) nach 
folgendem Programm durchgefQhrt: Denaturierung 95°C (1 min), Anlagerung der Pri- 
mer bei 55°C (45 Sekunden), Polymerase-Reaktion bei 72°C (2 min). Nach 25, 30, und 

40 45 Zyklen wurden jeweils 1 0ul des PCR-Ansatzes auf ein Gel aufgetragen. Das Er- 
gebnis zeigt im nicht-gesattigten PCR-Bereich (35 Zyklen) bei Verwendung der NtSSP- 
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spezifischen Primer nur die Amplifeierung von Produkten in den Wildtyp-Kontrollen und 
nicht in 3 der 4 transgenen Linien, was auf sehr effizientes "Silencing" schliessen lasst. 
Die PCR mit den Actin spezifischen Primern hingegen zeigt im ungesattigten Bereich 
bei 35 Zyklen gleichmassige DNA-Banden, was den Einssatz vergleichbarer Mengen 
an eingesetzter Matrize belegt 



Diese Ergebnisse auf mRNA-Ebene wurden durch Westen-Blot Experimente bestatigt 
Im Rahmen dieser Experimente wurden je 50 pg von Gesamtproteinextrakten aus Blat- 
tern der transgenen Pflanzen und Widtyp Pflanzen auf 10% SDS-Polyacrylamidgelen 

10 separiert NtSSP wurde nach Transfer auf Nitrocellulose Membranen und Inkubation 
mit einem Anti-SSP Anitorkorper aus Kaninchen mittels ECL-Methode (Amersham 
Pharmacia, Biotech, nach Herstellerangaben) detektiert. Dabei war NtSSP in den 
transgenen Pflanzen im Gegensatz zu Wildtyp Pflanzen nicht detektierbar. Femer wur- 
de die NtSSP-Aktivitat in Gesamtproteinextrakten aus Blattem der transgenen Pflanzen 

15 und Widtyp Pflanzen entsprechend Beispiel 6 bestimmt In transgenen Pflanzen lag die 
Restaktivitat beio 6-10% der Wildtyp Aktivitat. 

Beispiel 4 - Herstellung von Konstrukten fur die SSP Expression in E coli 

20 Zur Expression der Saccharose-6-Phosphatase aus N. tabaccum (SSP2 aus N. tabac- 
cum) in E coli wurde SEQ ID NO:1 Qber PCR unter Verwendung der Primer 

FB228 5'-GGA TCC ATG GAT CAG CTA ACC AGT GCC -3* (SEQ ID NO: 18) 

25 SSPr 5'-GTC GAC CTA AAA GAA CCA GGA CGC GGA GTC ACT-3' (SEQ ID NO:19) 

und der cDNA-Bank aus Nicotiana tabacum als Template amplifiziert, wobei die Primer 
eine BamHI bzw. Sail Erkennungsstelle in die Sequenz einfOhren. Das so erhaltene 
Fragment wurde nach der Ligation in den Vektor pCR-Blunt Ober BamHI und Sail aus- 
30 geschnitten und in den ebenfalls mit BamHI und Sail gespaltenen pQE-9 Vektor ligiert 
(Konstrukt pQE-A/fSSP2). 



Beispiel 5 - Expression der NtSSP2 in E coli 



35 Die Expression des rekombinanten Proteins erfolgte nach Herstellerangaben (Qiagen, 
Hilden, Deutschland) in einem KulturmaRstab von 50 ml. Nach Emte derZellen durch 
Zentrifugation wurde das Prazipitat in 1 ml 30 mM HEPES KOH (N-2- 
Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsaure) (pH 7,5) resuspendiert und die losliche 
Proteinfraktion durch Ultraschallbehandlung freigesetzt und der nach Zentrifuagion 

40 erhaltene Oberstand zur Bestimmung der Enzymaktivitat eingesetzt. 



WO 2004/009808 ^P^CT/EP2003/007686 

49 

Beispiel 6 - Bestimmung der Aktivitat von Saccharose-6-Phosphataae (SSP) 



Der Nachweis von SSP Aktivitat in Proteinextrakten erfolgt uber die Erfassung des vom 
Enzym aus Saccharose-6-phosphat freigesetzten anorganischen Phosphates nach 

5 Lunn et al. (2000, Prod. Natl. Acad. Sci. USA 97: 12914). Dazu werden Enzymextrakte 
in einem Reaktionsansatz enthaltend 1,25 mM Saccharose-6-phosphat und 8 mM 
MgCI 2 in 25 mM HEPES-KOH, pH 7.0, in einem Gesamtvolumen von 300 pi bei 30 °C 
inkubiert Durch Zugabe von 30 pi 2M Trichloressigsaure wird die Reaktion abgestoppt. 
Das wahrend der Reaktion aus S-6-P freigesetzte Orthophosphatwird unter Verwen- 

10 dung des Ascorbat-Ammoniummolybdat-Reagenzes (nach Ames 1966, Methods En- 
zymol. 8, 1 15) quantifiziert Der Nachweis wurde in miniaturisierter Form, wie z.B. in 
96well und 384well Mikrotiterplatten durchgefuhrt. 
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Patentansprtlche 

1 . Verwendung eines Polypeptides mit der biologischen Aktivitat einer Saccharose- 
6-Phosphat Phosphatase kodiertdurch eine Nukleinsauresequenz umfassend: 

a) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:1; SEQ ID NO:3 oder 
SEQ ID NO:5 dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 

b) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 
schen Codes durch Ruckubersetzung aus der in SEQ ID NO:2, SEQ ID 
NO:4 oder SEQ ID NO:6 dargestellten Aminosauresequenz ableiten laBt; 
oder 

c) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit einer 
IdentitSt von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:1; oder funktionelle Aqui- 
valente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer Identitat von min- 
destens 55% zu der SEQ ID NO:3; oder funktionelle Aquivalente der Nuk- 
leinsauresequenz SEQ ID NO:5 mit einer Identitat von mindestens 51% zu 
der SEQ ID NO:5; oder 

d) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 
schen Codes durch RuckQbersetzung der Aminosauresequenz eines funk- 
tionellen Aquivalents der SEQ ID NO:2, das eine Identitiat mit der SEQ ID 
NO:2 von mindestens 55% aufweist, ableiten laftt; oder eine Nukleinsaure- 
sequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen Codes durch 
Ruckubersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen Aquivalents 
der SEQ ID NO:4, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 
54% aufweist, ableiten laftt; oder eine Nukleinsauresequenz, die sich auf- 
grund des degenerierten genetischen Codes durch Ruckubersetzung der 
Aminosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:6, das 
eine Identitiat mit der SEQ ID NO:6 von mindestens 54% aufweist, ableiten 
la&t; 

als Target fur Herbizide. 

2. Pflanzliche Nukleins§uresequenzen kodierend fdr ein Polypeptid mit der biologi- 
schen Aktivitat einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatase umfassend: 



WO 2004/009808 ^^CT/EP2003/007686 

51 

a) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:1 , SEQ ID NO:3 Oder 
SEQ ID NO:5 dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 

b) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 
5 schen Codes durch RQckGbersetzung aus der in SEQ ID NO:2, SEQ ID 

NO:4 oder SEQ ID NO:6 dargestellten Aminosauresequenz ableiten la&t; 
oder 

c) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit einer 
10 Identitat von mindestens 69% zu der SEQ ID NO:1 ; oder funktionelle Aqui- 
valente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer Identitat von min- 
destens 69% zu der SEQ ID NO:3; oder funktionelle Aquivalente der Nuk- 
leinsauresequenz SEQ ID NO:5 mit einer Identitat von mindestens 63% zu 
der SEQ ID NO:5; oder 

15 

d) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 
schen Codes durch RQckubersetzung der Aminosauresequenz eines funk- 
tionellen Aquivalents der SEQ ID NO:2, das eine Identitiat mit der SEQ ID 
NO:2 von mindestens 73% aufweist, ableiten lalit; oder eine Nukleinsaure- 

20 sequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen Codes durch 

RQckubersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen Aquivalents 
der SEQ ID NO:4, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 
73% aufweist, ableiten lalit; oder eine Nukleinsauresequenz, die sich auf- 
grund des degenerierten genetischen Codes durch RQckubersetzung der 

25 Aminosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:6, das 

eine Identitiat mit der SEQ ID NO:6 von mindestens 72% aufweist, ableiten 
lafit. 



3. Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Saccharose-6-Phosphat Phospha- 
30 tase als Target fur Herbizide kodiert von einem Nukleinsauremolekul nach An- 

spruch 2. 

4. Verfahren zur Detektion funktioneller Analoga der SEQ ID NO:1 , SEQ ID NO:3 
Oder SEQ ID NO:5 

35 

a) durch Herstellung einer Sonde gefolgt von anschlieftenden Durchsuchen 
einer genomischen oder cDNA Bank der entsprechenden Spezies; oder 



b) 

40 



einer Computer-Recherche nach analogen Sequenzen in elektronischen 
Datenbanken. 
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5. Expressionskassette umfassend 



a) genetische Kontrollsequenzen in funktioneller Verknupfung mit einer Nuk- 
leinsauresequenz gemaB Anspruch 2; oder 

b) zusatzliche Funktionselemente; oder 



c) eine Kombination aus a) und b). 



10 6. Vektor umfassend eine Expressionskassette nach Anspruch 5. 

7. Nicht humaner transgener Organismus umfassend mindestens eine Nukleinsau- 
resequenz kodierend fur ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Sac- 
charose-6-Phosphat PhosphatasegemalJ Anspruch 2, eine Expressionskassette 
1 5 gemaB Anspruch 5 oder einen Vektor gemaG Anspruch 6 ausgewahlt aus Bakte- 

rien, Hefen, Pilzen, tierischen oder pflanzlichen Zellen. 



20 



8. Verwendung eines Polypeptides mit der biologischen Aktivitat einer Saccharose- 
6-Phosphat Phosphatase kodiert durch eine Nukleinsauresequenz umfassend: 

a) eine Nukleinsauresequenz gemafl Anspruch 2; 



b) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit einer 
Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:1 ; oder funktionelle Aqui- 
25 valente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer Identitat von min- 

destens 55% zu der SEQ ID NO:3; oder funktionelle Aquivalente der Nuk- 
leinsauresequenz SEQ ID NO:5 mit einer Identitat von mindestens 51% zu 
der SEQ ID NO:5; Oder 



c) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 
schen Codes durch Ruckubersetzung der Aminosauresequenz eines funk- 
tionellen Aquivalents der SEQ ID NO:2, das eine Identitiat mit der SEQ ID 
NO:2 von mindestens 55% aufweist, ableiten laBt; oder eine Nukleinsaure- 
sequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen Codes durch 
Ruckubersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen Aquivalents 
der SEQ ID NO:4, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 
54% aufweist, ableiten lafit; oder eine Nukleinsauresequenz, die sich auf- 
grund des degenerierten genetischen Codes durch Ruckubersetzung der 
Aminosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:6, das 
eine Identitiat mit der SEQ ID NO:6 von mindestens 54% aufweist, ableiten 
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laBt; 

in einem Verfahren zur Identifizierung von Verbindungen mit herbizider Wirkung. 

5 9. Verfahren zur Identifizierung von Substanzen mit herbizider Wirkung umfassend 
die folgenden Schritte: 

i. Inkontaktbringen eines Polypeptides mit der biologischen Aktivitat einer 
Saccharose-6-Phosphat Phosphatase kodiert durch eine Nukleinsaurese- 
1 0 quenz umfassend: 

a) eine Nukleinsauresequenz gemaB Anspruch 2; 

b) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit 
1 5 einer Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO: 1 ; oder funkti- 
onelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer 
Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:3; oder funktionelle 
Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:5 mit einer Identi- 
tat von mindestens 51% zu der SEQ ID NO:5; oder 

20 

c) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten ge- 
netischen Codes durch RuckGbersetzung der Aminosauresequenz 
eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:2, das eine Identitiat 
mit der SEQ ID NO:2 von mindestens 55% aufweist, ableiten laftt; 

25 oder eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 

genetischen Codes durch RQckubersetzung der Aminosauresequenz 
eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:4, das eine Identitiat 
mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 54% aufweist, ableiten laSt; 
oder eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 

30 genetischen Codes durch RQckubersetzung der Aminosauresequenz 

eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:6, das eine Identitiat 
mit der SEQ ID NO:6 von mindestens 54% aufweist, ableiten laBt; 

mit einer oder mehreren Testverbindungen unter Bedingungen, die die Bindung 
35 der Testverbindung(en) an das Nukleinsauremolekul oder an die Saccharose-6- 

Phosphat Phosphataseerlauben; und 



ii. Nachweis, ob die Testverbindung an die Saccharose-6-Phosphat Phospha- 
tase aus i) bindet; oder 



40 
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iii. Nachweis, ob die Testverbindung die Aktivitat der Saccharose-6-Phosphat 
Phosphatase aus i) reduziert oder blockiert; Oder 

iv. Nachweis, ob die Testverbindung die Transkription, Translation oder Ex- 
5 pression der Saccharose-6-Phosphat Phosphatase aus i) reduziert oder 

blockiert. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass 

1 0 i- Saccharose-6-Phosphat Phosphatase kodiert durch eine Nukleinsaurese- 

quenz umfassend 

a) eine Nukleinsauresequenz gemafc Anspruch 2; 

15 b) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit 

einer Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:1; oder funkti- 
onelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer 
Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:3; oder funktionelle 
Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:5 mit einer Identi- 

20 tat von mindestens 51% zu der SEQ ID NO:5; oder 

c) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten ge- 
netischen Codes durch Ruckubersetzung der Aminosauresequenz 
eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:2, das eine Identitiat 

25 nnit der SEQ ID NO:2 von mindestens 55% aufweist, ableiten lalit; 

oder eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch RuckObersetzung der Aminosauresequenz 
eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:4 f das eine Identitiat 
mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 54% aufweist, ableiten laBt; 

30 oder eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 

genetischen Codes durch RuckObersetzung der Aminosauresequenz 
eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:6, das eine Identitiat 
mit der SEQ ID NO:6 von mindestens 54% aufweist, ableiten laBt; 

35 entweder in einem transgenen Organismus exprimiert wird oder ein Orga- 

nismus, der naturgemaR Saccharose-6-Phosphat Phosphatase enthalt, kul- 
tiviert wird; 



40 



ii. 



die Saccharose-6-Phosphat Phosphatase aus Schritt i) im Zellaufschluss 
des transgenen bzw. nicht transgenen Organismus, in partiell gereinigter 
Form oder in zur Homogenitat gereinigten Form mit einer Testverbindung in 
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Kontakt gebracht wird; und 



iii. eine Testverbindung selektiert wird, welche die Aktivitat der Saccharose-6- 
Phosphat Phosphatase aus Schritt a) reduziert oder blockiert, wobei die 
5 Aktivitat der mit der Testverbindung inkubierten Saccharose-6-Phosphat 

Phosphatase mit der Aktivitat einer nicht mit einer Testverbindung inkubier- 
ten Saccharose-6-Phosphat Phosphatase verglichen wird. 



1 1 . Verfahren nach Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet, dass zur Bestimmung 
der Aktivitat in Schritt iii) Saccharose-6-Phosphat als Substrat eingesetzt wird 
und das bei der Reaktion entstehende Orthophosphat durch Ammoniummolybdat 
quantifiziertwird. 



12. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass es die folgende 
15 Schritte umfasst: 



i. Herstellung eines transgenen Organismus nach Anspruch 7 oder eines 
transgenen Organismus enthaltend eine Nukleinsauresequenz kodierend 
fur ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Saccharose-6- 
20 Phosphat Phosphatase umfassend 

b) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit 
einer Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:1 ; oder funkti- 
onelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer 
25 Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:3; oder funktionelle 

Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:5 mit einer Identi- 
tat von mindestens 51% zu der SEQ ID NO:5; oder 



c) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten ge- 
30 netischen Codes durch Ruckubersetzung der Aminosauresequenz eines 

funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:2 f das eine Identitiat mit der SEQ 
ID NO:2 von mindestens 55% aufweist, ableiten laRt; oder eine Nukleinsau- 
resequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen Codes durch 
Ruckubersetzung der Aminosauresequenz eines funktionellen Aquivalents 
35 der SEQ ID NO:4, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 

54% aufweist, ableiten lalit; oder eine Nukleinsauresequenz, die sich auf- 
grund des degenerierten genetischen Codes durch RQckubersetzung der 
Aminosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:6, das 
eine Identitiat mit der SEQ ID NO:6 von mindestens 54% aufweist, ableiten 
40 lalit; 
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wobei in dem transgenen Organismus das Polypeptid mit der biologischen 
Aktivitat einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatase Oberexprimiert wird; 
und 



5 ii. Aufbringen einer Testsubstanz auf den transgenen Organismus nach i) und 

auf einen nicht-transgenen Organismus des gleichen Genotyps; und 

Hi. Bestimmen des Wachstums Oder der Qberlebensfahigkeit des transgenen 
und des nicht transgenen Organismus nach der Aufbringung der Testsub- 
10 stanz; und 



iv. Selektion von Testsubstanzen, die ein vermindertes Wachstum oder eine 
eingeschrankte Oberlebensfahigkeit des nicht-transgenen Organismus be- 
wirken verglichen mit dem Wachstum des transgenen Organismus. 

15 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass es in einem pflanz- 
lichen Organismus, einem Cyanobakterium oder einem Proteobakterium durch- 
gefuhrt wird. 

20 1 4. Verfahren zur Identifizierung von Substanzen mit wachstumsregulatorischer Wir- 
kung, dadurch gekennzeichnet, dass es die folgende Schritte umfasst: 



i. Herstellung einer transgenen Pflanze enthattend eine Nukleinsauresequenz 
kodierend fur ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Saccharo- 
25 se-6-Phosphat Phosphatase umfassend 



a) eine Nukleinsauresequenz gemaR Anspruch 2; oder 

b) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit 
30 einer Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:1 ; oder funkti- 
onelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer 
Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:3; oder funktionelle 
Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:5 mit einer Identi- 
tat von mindestens 51% zu der SEQ ID NO:5; oder 

35 

c) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten ge- 
netischen Codes durch RQckObersetzung der Aminosauresequenz 
eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:2, das eine Identitiat 
mit der SEQ ID NO:2 von mindestens 55% aufweist, ableiten la/it; 

40 oder eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 

genetischen Codes durch RQckObersetzung der Aminosauresequenz 
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eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:4, .das eine Identitiat 
mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 54% aufweist, ableiten laBt; 
Oder eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch RQckubersetzung der Aminosauresequenz 
5 eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:6, das eine Identitiat 

mit der SEQ ID NO:6 von mindestens 54% aufweist, ableiten laBt; 



10 



wobei in der transgenen Pflanze das Polypeptid mit der biologischen Akti- 
vitat einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatase uberexprimiert wird; 

Aufbringen einer Testsubstanz auf die transgene Pflanze nach i) und auf 
eine nicht-transgene Pflanze der gleichen Sorte; 



iii. Bestimmen des Wachstums oder der Oberlebensfahigkeit der transgenen 
1 5 und der nicht transgenen Pflanze nach dem Aufbringen der Testsubstanz; 

und 

iv. Selektion von Testsubstanzen, die ein verandertes Wachstum der nicht- 
transgenen Pflanze bewirken verglichen mit dem Wachstum der transge- 

20 nen Pflanze. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Identifizierung der Substanzen in einem High-Throughput-Screening durchge- 
fuhrtwird. 

25 

16. Trager, der eines oder mehrere der Nukleinsauremolekule nach Anspruch 2, o- 
der eine oder mehrere Expressionskassetten nach Anspruch 5, einen oder meh- 
rere Vektoren nach Anspruch 6 t einen oder mehrere Organismen nach Anspruch 
7 oder eines oder mehrere (Poly)peptide nach Anspruch 3 aulweist 

30 

1 7. Verbindungen mit herbizider Wirkung identifiziert uber eines der Verfahren nach 
den Anspriichen 9 bis 13 und 15. 

1 8. Verbindungen mit wachstumsregulatorischer Wirkung identifiziert Ober das Ver- 
35 fahren nach Anspruch 14 oder 1 5. 

19. Verfahren zur Herstellung einer agrochemischen Zusammensetzung, dadurch 
gekennzeichnet dass man 



40 a) eine Verbindung mit herbizider Wirkung uber eines der Verfahren nach den 

Anspruchen 9 bis 13 und 15 oder eine Verbindung mit wachstumsregulato- 
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rischer Wirkung nach Anspruch 14 Oder 15 identifiziert; und 

b) diese Verbindung zusammen mit geeigneten Hilfsmrtteln zu Pflanzen- 

schutzmitteln mit herbizider oder wachstumsregulatorischer Wirkung formu- 
5 liert. 



20. Verfahren zur Bekampfung von unerwOnschtem Pfianzenwuchs und/oder zur 
Regulation des Wachstums von Pflanzen, dadurch gekennzeichnet, daR man 
mindestens eine Verbindung nach Anspruch 17 oder 18 Oder eine Zusammen- 
setzung erhaltiich ttber das in Anspruch 19 genannte Verfahren auf Pflanzen, de- 
ren Lebensraum und/oder auf Samen einwirken laRt. 



21 . Verwendung einer Verbindung nach Anspruch 1 7 oder 1 8 oder einer agrochemi- 
schen Formulierung erhaltiich Qber das in Anspruch 19 genannte Verfahren in ei- 
15 nem Verfahren nach Anspruch 20. 



22. Verfahren zur Erzeugung von Nukleinsauresequenzen, welche fOr ein Polypeptid 
mit der biologischen Aktivitat einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatase kodie- 
ren, welches durch Substanzen nach Anspruch17 nicht inhibiert wird; und durch 

20 ein funktionelles Aquivalent der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit einer I- 

dentitat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:1 ; oder ein funktionelles Aquiva- 
lente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer Identitat von mindestens 
55% zu der SEQ ID NO:3; oder funktionelle Aquivalente der Nukleinsaurese- 
quenz SEQ ID NO:5 mit einer Identitat von mindestens 51% zu der SEQ ID NO:5 

25 umfasst werden; 



dadurch gekennzeichnet, daft es folgende Prozessschritte umfafit: 



a) Expression des von der Nukleinsauresequenz gemaft i) kodierten Proteins 
in einem heterologen System oder in einem zellfreien System; 

b) Randomisierte oder gerichtete Mutagenese des Proteins durch Modifikation 
der Nukleinsaure; 

c) Messung der Interaktion des veranderten Genprodukts mit dem Herbizid; 



Identifizierung von Derivaten des Proteins die eine geringere Interaktion 
aufweisen; 
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e) Testung der biologischen Aktivitat des Proteins nach Applikation des Herbi- 
zides; und 

f) Auswahl der Nukleinsauresequenzen, die eine veranderte biologische Akti- 
5 vitat gegenuber dem Herbizid aufweisen. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daS die gemaft Anspruch 
22 f) ausgewahlten Sequenzen in einen Organismus eingebracht werden. 

1 0 24. Verfahren zur Erzeugung transgener Pflanzen, die gegen Substanzen nach An- 
spruch 17 resistent sind, dadurch gekennzeichnet, daft in diesen Pflanzen eine 
Nukleinsauresequenz codierend fOr ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat 
einer Saccharose-6-Phosphat Phosphatase, welche 

15 a) eine Nukleinsauresequenz gemaft Anspruch 2; Oder 

b) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:1 mit 
einer Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:1; oder funkti- 
onelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3 mit einer 

20 Identitat von mindestens 55% zu der SEQ ID NO:3; oder funktionelle 

Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:5 mit einer Identi- 
tat von mindestens 51% zu der SEQ ID NO:5; oder 

c) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 

25 genetischen Codes durch RuckObersetzung der Aminosauresequenz 

eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:2, das eine Identitiat 
mit der SEQ ID NO:2 von mindestens 55% aufweist, ableiten laBt; 
oder eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch RuckObersetzung der Aminosauresequenz 

30 eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:4, das eine Identitiat 

mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 54% aufweist, ableiten laBt; 
oder eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch RuckObersetzung der Aminosauresequenz 
eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO:6, das eine Identitiat 

35 mit der SEQ ID NO:6 von mindestens 54% aufweist, ableiten laRt; 

umfasst, Oberexprimiertwird. 



40 



25. 



Transgene Pflanze hergestellt nach einem Verfahren gemafi Anspruch 24. 
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5 <no> 

<120> 

10 

<130> 

15 

<150> 
<151> 

20 

<160> 

25 

<170> 

30 

<210> 
<211> 
35 <212> 
<213> 

40 

<220> 
<221> 
45 <222> 
<223> 



SEQUENCE LISTING 
BASF Aktiengesellschaf t 

Saccharose-6-Phosphat Phosphatase als Target fur Herbizide 

PF 53772 

DE 102 33 552.2 
2002-07-23 

19 

Patentln version 3.1 
1 

1278 
DNA 

Nicotiana tabacum 



CDS 

(1) . . (1275) 
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<400> 1 

atg gat cag eta acc agt gec gca cgt etc atg at a gtc tea gat eta 4 8 

5 Met Asp Gin Leu Thr Ser Ala Ala Arg Leu Met He Val Ser Asp Leu 
15 10 15 

gac cat aca atg gta gat cat cat gat gec gag aac ctt tct ctg ctt 96 
Asp His Thr Met Val Asp His His Asp Ala Glu Asn Leu Ser Leu Leu 
10 20 25 30 

aga ttt aat get tta tgg gag gcg aat tat cgt gat aac tct ttg tta 144 

Arg Phe Asn Ala Leu Trp Glu Ala Asn Tyr Arg Asp Asn Ser Leu Leu 

35 40 45 



15 



20 



35 



45 



gtg ttc tea act ggg aga tea cct aca ctt tac aag gag ttg agg aaa 192 
Val Phe Ser Thr Gly Arg Ser Pro Thr Leu Tyr Lys Glu Leu Arg Lys 
50 55 60 

gaa aag ccc atg eta acc cca gat att act att atg teg gtg gga act 240 
Glu Lys Pro Met Leu Thr Pro Asp He Thr He Met Ser Val Gly Thr 
65 70 75 80 



gaa ata aca tat ggt aac tct gtg gtg cct gat gat ggt tgg gaa get 288 

25 Glu He Thr Tyr Gly Asn Ser Val Val Pro Asp Asp Gly Trp Glu Ala 

85 90 95 

ttt eta aat aac aag tgg gac aga aag ata gta aca gag gag act age 336 

Phe Leu Asn Asn Lys Trp Asp Arg Lys He Val Thr Glu Glu Thr Ser 
30 100 105 no 

aag ttt cct gaa etc act eta cag tea gaa acg gag cag cga cca cac 384 

Lys Phe Pro Glu Leu Thr Leu Gin Ser Glu Thr Glu Gin Arg Pro His 

115 120 125 



aag gtc agt ttc tat gtt cag aaa gac aaa gca caa gat ata atg aaa 432 
Lys Val Ser Phe Tyr Val Gin Lys Asp Lys Ala Gin Asp He Met Lys 
130 135 140 



40 act ctt tec aag cgc ttc gaa gaa cgt ggg ctg gat gtc aaa ata att 
Thr Leu Ser Lys Arg Phe Glu Glu Arg Gly Leu Asp Val Lys He lie 
145 150 155 160 



480 



tac agt gga ggc atg gat eta gat ata tta cca caa ggt get ggc aaa 528 
Tyr Ser Gly Gly Met Asp Leu Asp He Leu Pro Gin Gly Ala Gly Lys 
165 170 175 

gga caa gca ctt gca tat ttg ctt aag aaa ttg aag agt gag gga aaa 576 
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Gly Gin Ala Leu Ala Tyr Leu Leu Lys Lys Leu Lys Ser Glu Gly Lys 
180 185 190 

tta cca aac aac acc ctt gcc tgt ggt gac tct ggg aat gat get gag 624 

5 Leu Pro Asn Asn Thr Leu Ala Cys Gly Asp Ser Gly Asn Asp Ala Glu 
195 200 205 

eta ttc agt ate cca gat gtg tat ggt gta atg gta get aat gca cag 672 

Leu Phe Ser lie Pro Asp Val Tyr Gly Val Met Val Ala Asn Ala Gin 
10 210 215 220 

gag gaa tta ttg caa tgg cat get gca aat gcg aag aat aat cct aaa 720 

Glu Glu Leu Leu Gin Trp His Ala Ala Asn Ala Lys Asn Asn Pro Lys 
225 230 235 240 



15 



20 



45 



gta att cat gca aca gag agg tgt get gcc ggt ate ata caa get att 768 
Val He His Ala Thr Glu Arg Cys Ala Ala Gly He He Gin Ala He 
245 250 255 

ggt cat tec aac eta ggt cca agt acc tec cct aga gat gtt atg gat 816 
Gly His Ser Asn Leu Gly Pro Ser Thr Ser Pro Arg Asp Val Met Asp 
260 265 270 



ttg tea gac tgc aag atg gag aac ttt gtt ccc gcc tat gaa gtt gtc 864 
25 Leu Ser Asp Cys Lys Met Glu Asn Phe Val Pro Ala Tyr Glu Val Val 
275 280 285 

aaa ttt tac eta ttt ttt gag aaa tgg agg cgt gga gaa att gag cat 912 
Lys Phe Tyr Leu Phe Phe Glu Lys Trp Arg Arg Gly Glu He Glu His 
30 290 295 300 

tct gag cat tac ctg tea aac ctt aaa gca gtg tgt aga cca tct ggt 960 

Ser Glu His Tyr Leu Ser Asn Leu Lys Ala Val Cys Arg Pro Ser Gly 
305 310 315 320 

35 

act ttt gtc cac cca tct ggt gtt gag aaa tec etc cag gaa tgt gta 1008 

Thr Phe Val His Pro Ser Gly Val Glu Lys Ser Leu Gin Glu Cys Val 
325 330 335 

40 act tta ttc ggg aca tgt cat ggt gac aaa cag ggg aaa caa ttt cgt 1056 
Thr Leu Phe Gly Thr Cys His Gly Asp Lys Gin Gly Lys Gin Phe Arg 
340 345 350 



att tgg gtc gat caa gtt tta cct gta cag gtt ggt teg gac tea tgg 1104 
He Trp Val Asp Gin Val Leu Pro Val Gin Val Gly Ser Asp Ser Trp 
355 360 365 



tta gtg agt ttc aag aaa tgg gag etc tct ggt gaa gac agg cga tgt 



1152 
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Leu Val Ser Phe Lys Lys Trp Glu Leu Ser Gly Glu Asp Arg Arg Cys 
370 375 380 

tgc ata act aca gtc eta tta agt tea aag aat aag act gtc gca gat 1200 
5 Cys lie Thr Thr Val Leu Leu Ser Ser Lys Asn Lys Thr Val Ala Asp 
385 390 395 400 

gga etc act tgg acc cac gta cat cag aca tgg ctg aat gga get gca 1248 
Gly Leu Thr Trp Thr His Val His Gin Thr Trp Leu Asn Gly Ala Ala 
10 405 410 415 

gca agt gac tec gcg tec tgg ttc ttt tag 1278 
Ala Ser Asp Ser Ala Ser Trp Phe Phe 
420 425 

15 

<210> 2 



20 



25 



<211> 425 

<212> PRT 

<213> Nicotiana t aba cum 

<400> 2 



Met Asp Gin Leu Thr Ser Ala Ala Arg Leu Met lie Val Ser Asp Leu 
30 1 5 10 15 



35 



Asp His Thr Met Val Asp His His Asp Ala Glu Asn Leu Ser Leu Leu 
20 25 30 



Arg Phe Asn Ala Leu Trp Glu Ala Asn Tyr Arg Asp Asn Ser Leu Leu 
35 40 45 



40 



Val Phe Ser Thr Gly Arg Ser Pro Thr Leu Tyr Lys Glu Leu Arg Lys 
50 55 60 



45 Glu Lys Pro Met Leu Thr Pro Asp He Thr He Met Ser Val Gly Thr 
65 70 75 80 
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Glu lie Thr Tyr Gly Asn Ser Val Val Pro Asp Asp Gly Trp Glu Ala 

85 90 95 



5 Phe Leu Asn Asn Lys Trp Asp Arg Lys lie Val Thr Glu Glu Thr Ser 
100 105 HO 



Lys Phe Pro Glu Leu Thr Leu Gin Ser Glu Thr Glu Gin Arg Pro His 
10 115 120 125 



Lys Val Ser Phe Tyr Val Gin Lys Asp Lys Ala Gin Asp He Met Lys 
130 135 140 

15 

Thr Leu Ser Lys Arg Phe Glu Glu Arg Gly Leu Asp Val Lys He He 
145 150 155 160 

20 

Tyr Ser Gly Gly Met Asp Leu Asp He Leu Pro Gin Gly Ala Gly Lys 
165 170 175 



25 Gly Gin Ala Leu Ala Tyr Leu Leu Lys Lys Leu Lys Ser Glu Gly Lys 
180 185 190 



Leu Pro Asn Asn Thr Leu Ala Cys Gly Asp Ser Gly Asn Asp Ala Glu 
30 195 200 205 



Leu Phe Ser He Pro Asp Val Tyr Gly Val Met Val Ala Asn Ala Gin 
210 215 220 

35 

Glu Glu Leu Leu Gin Trp His Ala Ala Asn Ala Lys Asn Asn Pro Lys 
225 230 235 240 

40 

Val He His Ala Thr Glu Arg Cys Ala Ala Gly He He Gin Ala He 
245 250 255 



45 Gly His Ser Asn Leu Gly Pro Ser Thr Ser Pro Arg Asp Val Met Asp 
260 265 270 
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Leu Ser Asp Cys Lys Met Glu Asn Phe Val Pro Ala Tyr Glu VaJ. Val 
275 280 285 



5 Lys Phe Tyr Leu Phe Phe Glu Lys Trp Arg Arg Gly Glu He Glu His 
290 295 300 



Ser Glu His Tyr Leu Ser Asn Leu Lys Ala Val Cys Arg Pro Ser Gly 
10 305 310 315 320 



Thr Phe Val His Pro Ser Gly Val Glu Lys Ser Leu Gin Glu Cys Val 
325 330 335 

15 

Thr Leu Phe Gly Thr Cys His Gly Asp Lys Gin Gly Lys Gin Phe Arg 
340 345 350 

20 

He Trp Val Asp Gin Val Leu Pro Val Gin Val Gly Ser Asp Ser Trp 
355 360 365 



25 Leu Val Ser Phe Lys Lys Trp Glu Leu Ser Gly Glu Asp Arg Arg Cys 
370 375 380 



Cys He Thr Thr Val Leu Leu Ser Ser Lys Asn Lys Thr Val Ala Asp 
30 385 390 395 400 



Gly Leu Thr Trp Thr His Val His Gin Thr Trp Leu Asn Gly Ala Ala 
405 410 415 

35 

Ala Ser Asp Ser Ala Ser Trp Phe Phe 
420 425 

40 

<210> 3 
<211> 1278 
45 <212> DNA 



<213> Nicotiana tabacum 



WO 2004/009808 



7/21 



'CT/EP2003/007686 



<220> 
5 <221> CDS 

<222> (1) . . (1275) 
<223> 

10 

<400> 3 

atg gat cag eta acc agt gec gca cgt etc atg ata gtc tea gat ctt 48 
15 Met Asp Gin Leu Thr Ser Ala Ala Arg Leu Met lie Val Ser Asp Leu 
1 5 10 15 

gac cat acc atg gtt gat cat cat gat cct gag aac ctt tct ctg ctt 96 
Asp His Thr Met Val Asp His His Asp Pro Glu Asn Leu Ser Leu lieu 
20 20 25 30 

agg ttt aat get tta tgg gag gee aat tat cgt gaa aac tec ttg tta 144 
Arg Phe Asn Ala Leu Trp Glu Ala Asn Tyr Arg Glu Asn Ser Leu Leu 
35 40 45 

25 

gtg ttc tea act ggg aga tea cct acc ctt tac aag gag ttg aga aaa 192 
Val Phe Ser Thr Gly Arg Ser Pro Thr Leu Tyr Lys Glu Leu Arg Lys 
50 55 60 

30 gag aag ccc atg eta acc cca gat att acc att atg tct gtg ggg act 240 
Glu Lys Pro Met Leu Thr Pro Asp lie Thr lie Met Ser Val Gly Thr 
65 70 75 80 

gaa ata act tat ggt aac tct atg gag cca gat gat ggt tgg gaa gca 288 
35 Glu lie Thr Tyr Gly Asn Ser Met Glu Pro Asp Asp Gly Trp Glu Ala 

85 90 95 

ttt tta aat gat aag tgg gat egg aaa ata gtg aca gag gag aca age 336 
Phe Leu Asn Asp Lys Trp Asp Arg Lys lie Val Thr Glu Glu Thr Ser 
40 100 105 no 

aaa ttt cct gaa etc acc ctt cag tea gaa aca gag cag cga cca cac 384 

Lys Phe Pro Glu Leu Thr Leu Gin Ser Glu Thr Glu Gin Arg Pro His 
115 120 125 

45 

aag gtc agt ttc tat gtt cag aaa gac aag get caa gat ata acg gga 432 

Lys Val Ser Phe Tyr Val Gin Lys Asp Lys Ala Gin Asp lie Thr Gly 
130 135 140 
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act ctt tec aag cgc ttg gaa gaa cgt ggg ttg gat gtc aaa ata att 480 
Thr Leu Ser Lys Arg Leu Glu Glu Arg Gly Leu Asp Val Lys lie He 
145 150 155 160 

tat age gga ggg atg gat ttg gac att ttg cca caa ggt get ggc aaa 528 
Tyr Ser Gly Gly Met Asp Leu Asp He Leu Pro Gin Gly Ala Gly Lys 
165 170 175 

gga cga gca ctt gca tat ttg ctt aag aaa tta aag agt gag ggc aag 576 
Gly Arg Ala Leu Ala Tyr Leu Leu Lys Lys Leu Lys Ser Glu Gly Lys 
180 185- 190 

tta cca aac aac acg ctt gec tgt ggt gac tct gga aat gat get gag 624 
Leu Pro Asn Asn Thr Leu Ala Cys Gly Asp Ser Gly Asn Asp Ala Glu 
195 200 205 

ctt ttc agt ate cca gat gtt tat ggt gtg atg gta gcg aat gca cag 672 
Leu Phe Ser He Pro Asp Val Tyr Gly Val Met Val Ala Asn Ala Gin 
210 215 220 

gag gag tta tta caa tgg cgt get gca aat gca aaa gat agt cca aaa 720 
Glu Glu Leu Leu Gin Trp Arg Ala Ala Asn Ala Lys Asp Ser Pro Lys 
225 230 235 240 

gta att cat gca aca gag aga tgt gee gcg ggt ata ata caa gca att 768 
Val He His Ala Thr Glu Arg Cys Ala Ala Gly He He Gin Ala He 
245 250 255 

ggg cat ttc aac ctg gga cca aat ace tct cct aga gat gtt aca gat 816 
Gly His Phe Asn Leu Gly Pro Asn Thr Ser Pro Arg Asp Val Thr Asp 
260 265 270 

atg tea gac tgc aag atg gag aat ttt gtt cct get tat gaa gtc gtc 864 
Met Ser Asp Cys Lys Met Glu Asn Phe Val Pro Ala Tyr Glu Val Val 
275 280 285 

aaa ttt tac ttg ttt ttc gag aaa tgg agg cgt gga gaa att gag aat 912 
Lys Phe Tyr Leu Phe Phe Glu Lys Trp Arg Arg Gly Glu He Glu Asn 
290 295 300 

tct gac ctt cac ttg tea aac ctg aaa gca gtt tgt aga cca tec ggt 960 
Ser Asp Leu His Leu Ser Asn Leu Lys Ala Val Cys Arg Pro Ser Gly 
305 310 315 320 

act ttt gtg cac cca tct gga gtt gag aaa tat ctt gag gac tgc ata 1008 
Thr Phe Val His Pro Ser Gly Val Glu Lys Tyr Leu Glu Asp Cys He 
325 330 335 
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aat aca ttg aga act tgt cac ggt gac aaa cag ggt aaa caa ttt cgt 1056 
Asn Thr Leu Arg Thr Cys His Gly Asp Lys Gin Gly Lys Gin Phe Arg 
340 345 350 



5 



att tgg gtt gat eta gtg tta cct aca cag gtt ggt tea gat tea tgg 1104 
lie Trp Val Asp Leu Val Leu Pro Thr Gin Val Gly Ser Asp Ser Trp 
355 360 365 

10 tta gtg agt ttc aag aaa tgg gag ctt tgt ggc gaa gag cga caa tgt 1152 
"Leu Val Ser Phe Lys Lys Trp Glu Leu Cys Gly Glu Glu Arg Gin Cys 
370 375 380 

tgc ata act act gtc ttg tta agt tea aag aat gtg acg gtc gcg gat 1200 
15 Cys lie Thr Thr Val Leu Leu Ser Ser Lys Asn Val Thr Val Ala Asp 
385 390 395 400 

ggg etc act tgg aca cat gtg cat cag act tgg ctg cag gga gca gca 1248 
Gly Leu Thr Trp Thr His Val His Gin Thr Trp Leu Gin Gly Ala Ala 
20 405 410 415 

gca agt gac tec gcg tec tgg ttc ttt taa 1278 
Ala Ser Asp Ser Ala Ser Trp Phe Phe 
420 425 

25 

<210> 4 
<211> 425 

30 

<212> PRT 

<213> Nicotiana tabacum 

35 

<400> 4 

Met Asp Gin Leu Thr Ser Ala Ala Arg Leu Met lie Val Ser Asp Leu 
40 1 5 10 15 



Asp His Thr Met Val Asp His His Asp Pro Glu Asn Leu Ser Leu Leu 
20 25 30 

45 



Arg Phe Asn Ala Leu Trp Glu Ala Asn Tyr Arg Glu Asn Ser Leu Leu 
35 40 45 
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Val Phe Ser Thr Gly Arg Ser Pro Thr Leu Tyr Lys Glu Leu Arg Lys 
50 55 60 

5 

Glu Lys Pro Met Leu Thr Pro Asp 7-le Thr lie Met Ser Val Gly Thr 
65 70 75 80 

10 

Glu lie Thr Tyr Gly Asn Ser Met Glu Pro Asp Asp Gly Trp Glu Ala 
85 90 95 



15 Phe Leu Asn Asp Lys Trp Asp Arg Lys lie Val Thr Glu Glu Thr Ser 
100 105 110 



Lys Phe Pro Glu Leu Thr Leu Gin Ser Glu Thr Glu Gin Arg Pro His 
20 115 120 125 



Lys Val Ser Phe Tyr Val Gin Lys Asp Lys Ala Gin Asp lie Thr Gly 
130 135 140 

25 

Thr Leu Ser Lys Arg Leu Glu Glu Arg Gly Leu Asp Val Lys lie lie 
145 150 155 160 

30 

Tyr Ser Gly Gly Met Asp Leu Asp He Leu Pro Gin Gly Ala Gly Lys 
165 170 175 



35 Gly Arg Ala Leu Ala Tyr Leu Leu Lys Lys Leu Lys Ser Glu Gly Lys 
180 185 190 



Leu Pro Asn Asn Thr Leu Ala Cys Gly Asp Ser Gly Asn Asp Ala Glu 
40 195 200 205 



Leu Phe Ser He Pro Asp Val Tyr Gly Val Met Val Ala Asn Ala Gin 
210 215 220 

45 



Glu Glu Leu Leu Gin Trp Arg Ala Ala Asn Ala Lys Asp Ser Pro Lys 
225 230 235 240 
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Val lie His Ala Thr Glu Arg Cys Ala Ala Gly lie lie Gin Ala He 
245 250 255 

5 

Gly His Phe Asn Leu Gly Pro Asn Thr Ser Pro Arg Asp Val Thr Asp 
260 265 270 

10 

Met Ser Asp Cys Lys Met Glu Asn Phe Val Pro Ala Tyr Glu Val Val 
275 280 285 



15 Lys Phe Tyr Leu Phe Phe Glu Lys Trp Arg Arg Gly Glu He Glu Asn 
290 295 300 



Ser Asp Leu His Leu Ser Asn Leu Lys Ala Val Cys Arg Pro Ser Gly 
20 305 310 315 320 



Thr Phe Val His Pro Ser Gly Val Glu Lys Tyr Leu Glu Asp Cys He 
325 330 335 

25 

Asn Thr Leu Arg Thr Cys His Gly Asp Lys Gin Gly Lys Gin Phe Arg 
340 345 350 

30 

He Trp Val Asp Leu Val Leu Pro Thr Gin Val Gly Ser Asp Ser Trp 
355 360 365 



35 Leu Val Ser Phe Lys Lys Trp Glu Leu Cys Gly Glu Glu Arg Gin Cys 
370 375 380 



Cys He Thr Thr Val Leu Leu Ser Ser Lys Asn Val Thr Val Ala Asp 
40 385 390 395 400 



Gly Leu Thr Trp Thr His Val His Gin Thr Trp Leu Gin Gly Ala Ala 
405 410 415 

45 



Ala Ser Asp Ser Ala Ser Trp Phe Phe 
420 425 
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10 



20 



25 



45 



<210> 5 

<211> 1642 

<212> DNA 

<213> Solanum tuberosum 



<220> 
15 <221> CDS 

<222> (70) . . (1344) 



<223> 



<400> 5 

acacaaaaaa gatttcattt ttttgtttcc ccaattccca tttcaggttg aagccaattt 60 

acatcaatc atg gat egg eta acc agt get gca cgt etc atg ata gtc tea 111 
Met Asp Arg Leu Thr Ser Ala Ala Arg Leu Met lie Val Ser 
1 5 , 10 

30 gat ctt gac cat aca atg gta gat cat cac gat tec gag aac ctt tct 159 
Asp Leu Asp His Thr Met Val Asp His His Asp Ser Glu Asn Leu Ser 
15 20 25 30 

ctg ctt agg ttc aat get tta tgg gaa gec aat tat cgt gat aac tct 207 
35 Leu Leu Arg Phe Asn Ala Leu Trp Glu Ala Asn Tyr Arg Asp Asn Ser 

35 40 45 

ttg tta gtg ttc tct act ggg aga tea cct aca ctt tac aag gaa tta 255 
Leu Leu Val Phe Ser Thr Gly Arg Ser Pro Thr Leu Tyr Lys Glu Leu 
40 50 55 60 

agg aaa gaa aag ccc atg eta acc cca gat att aca att atg tct gtg 303 
Arg Lys Glu Lys Pro Met Leu Thr Pro Asp lie Thr He Met Ser Val 
65 70 75 



gga act gaa ata aca tat ggt aac get atg gtg cct gat gat ggt tgg 351 
Gly Thr Glu He Thr Tyr Gly Asn Ala Met Val Pro Asp Asp Gly Trp 
80 85 90 
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gaa aca ttt ctg aat aac aag tgg gat aga aag ata gta aca gag gag 399 
Glu Thr Phe Leu Asn Asn Lys Trp Asp Arg Lys lie Val Thr Glu Glu 
95 100 105 110 

aca age aag ttt cct gaa etc agt ctg cag tea gaa aca gag cag cga 447 
Thr Ser Lys Phe Pro Glu Leu Ser Leu Gin Ser Glu Thr Glu Gin Arg 
115 120 125 



10 cca cac aag gtc agt ttc tat gtt cag aaa gag aaa get caa gat ata 495 
Pro His Lys Val Ser Phe Tyr Val Gin Lys Glu Lys Ala Gin Asp lie 
130 135 140 

atg aaa act ctt tec aag cgc ttg gaa gaa cgt ggg ctg gat gtc aaa 543 
15 Met Lys Thr Leu Ser Lys Arg Leu Glu Glu Arg Gly Leu Asp Val Lys 
145 150 155 



ata att tac agt gga ggg atg gat eta gat ata tta cca cag ggt get 591 
He He Tyr Ser Gly Gly Met Asp Leu Asp He Leu Pro Gin Gly Ala 
20 160 165 170 



ggc aaa gga caa gca ctt gca tat ctg ctt aag aaa ctg aag age gag 639 
Gly Lys Gly Gin Ala Leu Ala Tyr Leu Leu Lys Lys Leu Lys Ser Glu 
175 180 185 190 

gga aaa tta cca age aac ace ctt gec tgc ggc gac tec ggg aat gac 687 
Gly Lys Leu Pro Ser Asn Thr Leu Ala Cys Gly Asp Ser Gly Asn Asp 
195 200 205 



30 get gaa tta ttc agt ate cca gat gtg tat ggt gta atg gta get aat 735 
Ala Glu Leu Phe Ser He Pro Asp Val Tyr Gly Val Met Val Ala Asn 
210 215 220 



gcg cag aag gaa tta ctg cag tgg cat get gca aat gca aaa aat aat 783 
35 Ala Gin Lys Glu Leu Leu Gin Trp His Ala Ala Asn Ala Lys Asn Asn 
225 230 235 



ccc aaa gta att cat gca tea gag agg tgt gee gee ggt ate ata caa 831 
Pro Lys Val He His Ala Ser Glu Arg Cys Ala Ala Gly He He Gin 
40 240 245 250 



gee att ggt cat ttc aaa eta ggt cca agt ace tec cca aga gac gtt 879 
Ala He Gly His Phe Lys Leu Gly Pro Ser Thr Ser Pro Arg Asp Val 
255 260 265 270 



acg gat ttg tea gat tgc aag atg gac aac ttt gtt cct gee tat gaa 
Thr Asp Leu Ser Asp Cys Lys Met Asp Asn Phe Val Pro Ala Tyr Glu 
275 280 285 



927 
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gtt gtc aaa ttt tac ctg ttt ttt gag aaa tgg agg cgt gga gaa att 975 
Val Val Lys Phe Tyr Leu Phe Phe Glu Lys Trp Arg Arg Gly Glu lie 
290 295 300 

5 

gag cat tct gag cat tat ctg cca aac ctg aaa gca gtg tgt at a cca 1023 
Glu His Ser Glu His Tyr Leu Pro Asn Leu Lys Ala Val Cys lie Pro 
305 310 315 

10 tct ggt act ttt gtt cac cca tct ggt gtt gag aaa tec ctt cag gaa 1071 
Ser Gly Thr Phe Val His Pro Ser Gly Val Glu Lys Ser Leu Gin Glu 
320 325 330 

tgt gta act tea ttc gga aca tgt cat get gac aag cag ggg aaa caa 1119 
15 Cys Val Thr Ser Phe Gly Thr Cys His Ala Asp Lys Gin Gly Lys Gin 
335 340 345 350 

tat cgt gtt tgg gtc gat caa gtt !tta cct tea cag gtt ggt tea gac 1167 
Tyr Arg Val Trp Val Asp Gin Val Leu Pro Ser Gin Val Gly Ser Asp 
20 355 360 365 

tea tgg tta gtg agt ttc aag aag tgg gag etc tct ggt gaa gac atg 1215 

Ser Trp Leu Val Ser Phe Lys Lys Trp Glu Leu Ser Gly Glu Asp Met 

370 375 380 

25 

cga tgc tgc ata acc aca gtc eta tta agt tea aag aat aag act gtt 1263 

Arg Cys Cys lie Thr Thr Val Leu Leu Ser Ser Lys Asn Lys Thr Val 

385 390 395 

30 gca gac ggg etc act tgg act cac gta cat cag aca tgg ctg cac ggt 1311 
Ala Asp Gly Leu Thr Trp Thr His Val His Gin Thr Trp Leu His Gly 
400 405 410 

gat gca gca agt gac tec gca acc tgg ttc ttt tagattgtca tctcagtgta 1364 
35 Asp Ala Ala Ser Asp Ser Ala Thr Trp Phe Phe 
415 420 425 

ttaactctga aaattccgea ccccttttac cagttcacac ccagaataaa cacaacatac 1424 

40 aaactatagt tgataatcaa tgtattaact ttctccttct ttgataatca atgtattgcc 1484 

atctaaacca gtgaagatgg ctttatcttt tgtgtagtat aaagaattat attagtatca 1544 

tagttgttct tgtatttgat tcagaattca agatgagatt gttgeaaatt getgeatatt 1604 

45 

taagtttcca aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaa 1642 
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<210> 6 
<211> 425 
5 <212> PRT 

<213> Solarium tuberosum 



10 

<400> 6 

Met Asp Arg Leu Thr Ser Ala Ala Arg Leu Met lie Val Ser Asp Leu 
15 10 15 

15 

Asp His Thr Met Val Asp His His Asp Ser Glu Asn Leu Ser Leu Leu 
20 25 30 

20 

Arg Phe Asn Ala Leu Trp Glu Ala Asn Tyr Arg Asp Asn Ser Leu Leu 
35 40 45 



25 Val Phe Ser Thr Gly Arg Ser Pro Thr Leu Tyr Lys Glu Leu Arg Lys 
50 55 60 



Glu Lys Pro Met Leu Thr Pro Asp lie Thr lie Met Ser Val Gly Thr 
30 65 70 75 80 



Glu lie Thr Tyr Gly Asn Ala Met Val Pro Asp Asp Gly Trp Glu Thr 
85 90 95 

35 

Phe Leu Asn Asn Lys Trp Asp Arg Lys lie Val Thr Glu Glu Thr Ser 
100 105 no 

40 

Lys Phe Pro Glu Leu Ser Leu Gin Ser Glu Thr Glu Gin Arg Pro His 
115 120 125 



45 Lys Val Ser Phe Tyr Val Gin Lys Glu Lys Ala Gin Asp lie Met Lys 
130 135 140 
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Thr Leu Ser Lys Arg Leu Glu Glu Arg Gly Leu Asp Val Lys lie He 
145 150 155 160 



5 Tyr Ser Gly Gly Met Asp Leu Asp lie Leu Pro Gin Gly Ala Gly Lys 

165 170 175 



Gly Gin Ala Leu Ala Tyr Leu Leu Lys Lys Leu Lys Ser Glu Gly Lys 
10 180 185 190 



Leu Pro Ser Asn Thr Leu Ala Cys Gly Asp Ser Gly Asn Asp Ala Glu 
195 200 205 

15 

Leu Phe Ser He Pro Asp Val Tyr Gly Val Met Val Ala Asn Ala Gin 
210 215 220 

20 

Lys Glu Leu Leu Gin Trp His Ala Ala Asn Ala Lys Asn Asn Pro Lys 
225 230 235 240 



25 Val He His Ala Ser Glu Arg Cys Ala Ala Gly He He Gin Ala He 

245 250 255 



Gly His Phe Lys Leu Gly Pro Ser Thr Ser Pro Arg Asp Val Thr Asp 
30 260 265 270 



Leu Ser Asp Cys Lys Met Asp Asn Phe Val Pro Ala Tyr Glu Val Val 
275 280 285 

35 

Lys Phe Tyr Leu Phe Phe Glu Lys Trp Arg Arg Gly Glu He Glu His 
290 295 300 

40 

Ser Glu His Tyr Leu Pro Asn Leu Lys Ala Val Cys He Pro Ser Gly 
305 310 315 320 



45 Thr Phe Val His Pro Ser Gly Val Glu Lys Ser Leu Gin Glu Cys Val 

325 330 335 
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Thr Ser Phe Gly Thr Cys His Ala Asp Lys Gin Gly Lys Gin Tyr Arg 
340 345 350 



5 Val Trp Val Asp Gin Val Leu Pro Ser Gin Val Gly Ser Asp Ser Trp 
355 360 365 



Leu Val Ser Phe Lys Lys Trp Glu Leu Ser Gly Glu Asp Met Arg Cys 
10 370 375 * 380 



Cys He Thr Thr Val Leu Leu Ser Ser Lys Asn Lys Thr Val Ala Asp 
385 390 395 400 

15 

Gly Leu Thr Trp Thr His Val His Gin Thr Trp Leu His Gly Asp Ala 
405 410 415 

20 

Ala Ser Asp Ser Ala Thr Trp Phe Phe 
420 425 



25 <210> 7 

<211> 199 
<212> DNA 

30 

<213> Solanutn tuberosum 
35 <400> 7 

gtacggaccg tactactcta ttcgtttcaa tatatttatt tgtttcagct gactgcaaga 60 
ttcaaaaatt tctttattat tttaaatttt gtgtcactca aaaccagata aacaatttga 120 
40 tatagagcca ctatatatat acatattctc gattatatat gtaaatgagt tacccttttt 180 
ttccacttaa attatatag 199 

45 <210> 8 



<211> 26 
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<212> DNA 



5 



30 



<213> Primer 



<400> 8 

atggatcagc taaccagtcg ccgcac 26 

10 

<210> 9 

<211> 27 

15 <212> DNA 

<213> Primer 

20 

<400> 9 

ctaaaagaac caggacgcgg agtcact 27 

25 <210> 10 

<211> 47 

<212> DNA 

<213> Primer 



35 <400> 10 

cctgcaggct cgagactagt agatctggta cggaccgtac tact eta 47 

<210> 11 

40 

<211> 48 

<212> DNA 

45 <213> Primer 
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<400> 11 

cctgcagggt cgactctaga ggatccccta tataatttaa gtggaaaa 48 



5 <210> 12 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Primer 



10 



15 <400> 12 

ggatccatgg atcagctaac cagtgcc 27 



<210> 13 



20 



<211> 28 
<212> DNA 
25 <213> Primer 



<400> 13 

30 gtcgactacc attacaccat aacacatc 28 



<210> 14 
35 <211> 27 
<212> DNA 
<213> ■ Primer 



40 



45 



<400> 14 

gttagtgttc tcaactggga gatcacc 27 



<210> 15 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



<211> 28 

<212> DNA 

<213> Primer 

<400> 15 

cccatttctt gaaactcact aaccatga 

<210> 16 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Primer 

<400> 16 

atggcagacg gtgaggatat tea 

<210> 17 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Primer 

<400> 17 

gectttgeaa tccacatctg ttg 

<210> 18 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Primer 
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<400> 18 

ggatccatgg atcagctaac cagtgcc 

5 

<210> 19 
<211> 33 



<400> 19 

gtcgacctaa aagaaccagg acgcggagtc act 



10 



<21^> DNA 



<213> Primer 



15 



20 
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LUNN JOHN E ET AL: "Purification, 
molecular cloning, and sequence analysis 
of sucrose-6F-phosphate phosphohydrol ase 
from plants" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF THE UNITED STATES, 
Bd. 97, Nr. 23, 

7. November 2000 (2000-11-07), Selten 
12914-12919, XP002263676 
November 7, 2000 
ISSN: 0027-8424 

Selte 12915; Abblldung 2; Tabelle 3 



2,3,5-7 



US 6 323 015 Bl (TARCZYNSKI MITCHELL C 
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ET 
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•A 1 VeroffenUlchung, die den aitgemeinen Stand derTechnlkdeftnlert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

"E" dfleres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem Internationalen 
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■P' VerdffentBchung, die vor dem Internalionalen Anmeldedatum, aber nach 
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Inte^^rTales Aktenzelchen 
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Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die slch als nictrt recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrOnden fur bestimmte AnsprQche keln Recherchenbericht erstellt: 
1. AnsprOcheNr. 

1 — weil sie slch auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behflrde nicht verpflichtet 1st, namlich 



2. HO AnsprOcheNr. 17-21 

— weil sle slch auf Teile der intemationalen Anmeldung beziehen, d]e den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
dafi elne slnnvolle Internationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. f AnsprOcheNr. 

— weil es sich dabei um abhangige Ansprflche handeit, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefa&t sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheffiichkett der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale RecherchenbehSrde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erflndungen enthalt 



1 . I | Da der Anmelder alle erf ordertlchen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeltig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' — I Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprQche. 

« I I Da fur alle recherchierbaren AnsprQche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 

I — I zusatzilche RecherchengebOhr gerechtfertigt hatte, hat die BehoYde nicht zur Zahiung elner solchen GebQhr aufgefordert 



3. | I Da der Anmelder nur einlge der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeltig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
I — * Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprQche, for die GebOhren entrichtet worden slnd, namlich auf die 
AnsprQche Nr. 



4. I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeltig entrichtet Der Internationale Recher- 
1 — chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwahnte Erfindung; diese 1st in folgenden AnsprQchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | | Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Wlderspruch gezahlt 

P | Die Zahiung zusatzllcher RecherchengebOhren erfolgte ohne Wlderspruch. 
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WETTER E ANGABEN 



PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr.: 17-21 



Die geltenden Patentanspruche 17-21 beziehen sich auf eine Verbindung, 
jeweils charakterislert durch eine erstrebenswerte Eigenheit oder 
Elgenschaft, nSmlich eine herbizide Wirkung durch Hemmung oder 
Blockierung der Saccharose-6-Phosphat Phosphatase Aktivitat und die 
Verwendung di eser Verbindung. Die Patentanspruche umfassen daher alle 
Produkte etc., die diese Eigenheit oder Eigenschaft aufweisen, wohingegen 
die Patent anmel dung Stutze durch die Beschreibung im Sinne von Art. 5 PCT 
nur fur eine begrenzte Zahl solcher Produkte etc. liefert. Im 
vorliegenden Fall fehlen den Patentanspruchen die entsprechende Stutze 
bzw. der Patent anmel dung die notige Offenbarung in einem solchen MaBe, 
daB eine sinnvolle Recherche unmoglich erscheint. Desungeachtet fehlt den 
Patentanspruchen auch die in Art. 6 PCT geforderte Klarheit, nachdem in 
ihnen versucht wird, die Verbindung uber das jeweils erstrebte Ergebnis 
zu definieren. Auch dieser Mangel an Klarheit ist derart, daB er eine 
sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich 
macht. Daher wurde die Recherche auf die Telle der Patentanspruche 
gerichtet, welche im o.a. Sinne als klar, gestutzt oder offenbart 
erscheinen, namlich die Teile betreffend die Anti sense Oligonukleotide, 
die in den Bei spiel en angefuhrt werden. 

Der Anmel der wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand elner 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prflfung fur Gegenstande durchfOhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 
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